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RESUMO 
 
Introdução: São Paulo é uma das cidades com maior diversidade populacional do 
mundo. Por causa disso, ela pode apresentar um perfil molecular do HBV diferente 
do restante do Brasil. 
Objetivos: Avaliar os genótipos e possíveis recombinantes; mutações relacionadas 
à resistência aos antivirais, progressão da doença hepática e de escape vacinal em 
pacientes infectados na cidade de São Paulo. 
Pacientes e Métodos: Foram selecionadas amostras de plasma de 60 pacientes 
tratados e não tratados infectados pelo HBV. Foi realizada a amplificação e 
sequenciamento do genoma completo, mapeamento de mutações, análises 
filogenéticas para determinação dos genótipos e detecção de recombinantes. 
Resultados: Foram analisados 28 genomas completos e também 11 genomas 
parciais (HBsAg e o domínio de RT). A distribuição de genótipos foi: A (51,3%), D 
(25,6%), F (15,4%) e C (7,7%). Mutações de resistência primária não foram 
encontradas, no entanto, mutações compensatórias foram encontradas em 43% dos 
pacientes tratados e 12,5% nos pacientes não tratados. Foram encontradas 
mutações relacionadas ao escape vacinal e alterações na antigenicidade do HBsAg 
(82%); mutações no gene C relacionadas com a progressão da doença hepática 
(85,7%) e deleções na região Pré-S (14%). 
Conclusões: A distribuição de genótipos reflete o contexto histórico e social da 
população da cidade de São Paulo, que é composta por imigrantes da África, 
Europa e Ásia, e da migração brasileira, em sua maioria procedente da Região 
Nordeste e Norte do Brasil. A maioria das mutações no gene S, que levam a 
alterações da antigenicidade do HBsAg, são características que distinguem os 
diferentes genótipos, o que poderia explicar a diferencia de antigenicidade entre 
eles. As Mutações A1762T/G1764A e G1896A em pacientes HBeAg positivos e 
deleções nos códons de iniciação na região Pré-S podem estar relacionados com 
populações virais não majoritárias e necessita de mais estudos com as novas 
tecnologias de sequenciamento. 
  
ABSTRACT 
 
Introduction: São Paulo is one of the cities with the biggest population diversity in 
the world. That’s why it might present a different HBV molecular profile from the rest 
of Brazil. 
Objectives: Evaluate HBV genotypes and possible recombinants; mutations related 
to antiviral resistance, hepatic disease progression and vaccine escape in infected 
patients in São Paulo. 
Patients and Methods: We selected plasma samples from 60 treated and untreated 
HBV infected patients. In those samples we performed the amplification and 
complete genome sequencing, mutations mapping, phylogenetic analyses in order to 
determinate the genotypes, and recombinants detection. 
Results: 28 complete genomes, and also 11 partial genomes (HBsAg and the RT 
domain), were analyzed. The genotypes distribution was: A (51.3%), D (25.6%), F 
(15.4%) and C (7.7%). Primary resistance mutations were not found, however, we 
found 43% compensatory mutations in treated patients and 12.5% in untreated 
patients. We also found mutations related to vaccine escape and to the changes in 
the HBsAg antigenicity (82%); C gene mutations related to hepatic disease 
progression (85.7%), and deletions in the Pre-S region (14%). 
Conclusions: The genotypes distribution reflects the historical and social context of 
the São Paulo population, which is composed of immigrants from Africa, Europe and 
Asia, not to mention the Brazilian migration itself, mostly coming from the Northeast 
and North of Brazil. Most of S gene mutations, which lead to the HBsAg antigenicity 
changes, are the characteristics that distinguish the different genotypes, which might 
explain the antigenicity differences between them. The Pre-S deletions on initiation 
codons and A1762T/G1764A/G1896A mutations in positive HBeAg patients may be 
related to non-majoritary viral populations and needs further studies with new 
sequencing technologies. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
Apesar dos esforços para erradicação do Vírus da Hepatite B (HBV) 
através de uma vacinação eficiente, a Hepatite B ainda continua sendo a maior 
causa de doença hepática no mundo, responsável por uma taxa de infecção de dois 
bilhões de pessoas, onde destas, 400 milhões evoluem para cronicidade, com cerca 
de um milhão de mortes por cirrose e hepatocarcinoma celular (HCC) anualmente 
(YEUNG et al., 2011). 
Segundo dados do Boletim Epidemiológico das Hepatites Virais, a 
Organização Mundial da Saúde (OMS) classifica a região Norte do Brasil como de 
alta endemicidade e as demais regiões como de baixa endemicidade. Contudo, a 
análise do conjunto das capitais das macrorregiões e do Distrito Federal sugere uma 
baixa endemicidade. A presença do marcador de exposição viral (anti-HBc) foi de 
7,4% no país, sendo que a detecção do mesmo aumenta de acordo com a idade e 
piores condições econômicas, sendo este último fator, exceção para região Sudeste. 
Levando em consideração, que a detecção dá-se pela presença dos marcadores 
HBsAg, HBeAg e anti-HBc (IgM), todas as regiões brasileiras apresentaram um 
aumento da taxa de detecção de 1999 a 2010, sendo que a região Sudeste, a que 
mais concentra casos detectados, com 36,6% dos 104.454 casos no Brasil, tendo 
São Paulo como o Estado de maior detecção, com 3045 casos em 2010 (BRASIL, 
2011). 
O HBV apresenta uma alta variabilidade, podendo ser dividido em oito 
genótipos (A-H), contudo, recentemente têm sido propostos os genótipos I e J, além 
de relatos de diversos recombinantes. Os diferentes genótipos possuem uma 
distribuição mundial característica, podendo diferenciar no que se dizem respeito à 
progressão da doença, mutações específicas, transmissão e resposta ao tratamento 
com Interferon (IFN) (JANSSEN et al., 2005;  LIN; KAO, 2011;  SIMMONDS; 
MIDGLEY, 2005). 
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O Brasil possui uma maior prevalência dos genótipos A, D e F, contudo os 
genótipos B, C, E, G e H já foram relatados. A prevalência destes genótipos pode 
variar de acordo com cada região brasileira devido à forte imigração e miscigenação 
da população (BERTOLINI et al., 2012;  BOTTECCHIA et al., 2008;  MELLO et al., 
2007;  SITNIK et al., 2004;  SITNIK et al., 2007). 
Diversas mutações, incluindo mutações nas regiões precore e promotor 
basal do core (BCP), estão associadas com aumento da doença hepática e 
mutações no gene S estão relacionadas à diminuição da interação com o anticorpo 
anti-HBs, conferindo o escape vacinal e aumentando o risco de transmissão para 
indivíduos imunizados ou não pela vacina (LIAO et al., 2012;  WALLACE; CARMAN, 
1997). 
O tratamento da Hepatite B tem como objetivo a diminuição dos 
marcadores de replicação viral ativa para evitar progressão à cirrose e HCC. O 
arsenal terapêutico utilizado no tratamento consiste em duas formulações de 
interferon (convencional e peguilado) e cinco análogos núcleos(t)ídeos (Lamivudina, 
Telbivudina, Tenofovir, Entecavir e Adefovir). A resistência aos antivirais representa 
um dos principais problemas atuais e pode estar relacionada, entre outros fatores, a 
falta de adesão do indivíduo infectado ao tratamento, como também resistência 
transmitida, o que poderia impedir ou diminuir a resposta a um determinado 
tratamento, por resistência direta ou cruzada entre os fármacos (BRASIL; SAÚDE, 
2010;  LOK; MCMAHON, 2007;  ZOULIM, 2004). 
 
 
 
 
 
20 
 
2. OBJETIVOS 
 
 
Avaliar os genótipos do HBV presentes nos indivíduos infectados na 
cidade de São Paulo, assim como a presença de possíveis recombinantes. 
Avaliar a presença de mutações de resistência aos diferentes antivirais 
em indivíduos em tratamento (resistência secundária) ou não (resistência 
transmitida). 
Avaliar a presença de mutações associadas à progressão da doença 
Hepática. 
Avaliar a presença de mutações que conferem ineficácia a vacinação da 
Hepatite B. 
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3. JUSTIFICATIVA 
 
 
A cidade de São Paulo, a maior cidade do Brasil, é considerada o 
principal centro financeiro da América Latina, além de uma das cidades com maior 
diversidade populacional do mundo, sendo composta por populações de origens 
italiana, japonesa, espanhola, libanesa e com a maior população de nordestinos. 
São Paulo se destaca no cenário brasileiro, como uma cidade marcada pelo turismo 
de negócios, evidenciando grande circulação de pessoas, que associada com 
comportamento de riscos, como trabalhadore(a)s do sexo, o uso de drogas 
injetáveis, entre outros, pode apresentar um perfil molecular viral diferente do 
restante do país. Existem poucos estudos acerca do genoma do completo do HBV 
na cidade de São Paulo, a maioria envolve apenas um gene do vírus, onde não é 
suficiente para uma classificação molecular fiel do HBV pelo fato de que pontos de 
recombinação podem não envolver apenas um gene, como no caso dos recentes 
genótipos sugeridos I e J. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
22 
 
4. HISTÓRICO 
 
 
Os primeiros relatos de icterícia foram descritos por Hipócrates a 400 
a.C., mas somente em 1885, ela foi documentada em pacientes vacinados contra 
varíola, cuja composição era de linfa humana (LURMAN;  apud SHEPARD et al., 
2006). 
Em 1965, Blumberg, Alter e Visnich, com objetivos iniciais totalmente 
diferentes, encontraram em um soro pertencente a um aborígene australiano, um 
antígeno que reagia com o soro de doentes hemofílicos politransfundidos. Em razão 
da origem da amostra, o antígeno recebeu o nome de antígeno Austrália (AgAu) e 
inicialmente foi associado como uma predisposição herdada, agente casual e até um 
fator predisponente em pacientes com leucemia (BLUMBERG; ALTER; VISNICH, 
1965;  MATTHEWS et al., 2006). 
Posteriormente AgAu foi associado com a Síndrome de Down pelo fato 
destes pacientes apresentarem níveis elevados de alanina aminotransferase (ALT). 
Contudo, não houve uma associação coerente, pois os portadores da síndrome de 
Down eram todos negativos para o AgAu ao nascimento. A ligação do AgAu e a 
Hepatite só ocorreu quando Barbara Werner detectou o Antígeno ao desenvolver um 
quadro clínico e bioquímico da Hepatite aguda (BAYER; BLUMBERG; WERNER, 
1968). 
Através de análise de microscopia eletrônica de portadores do AgAu, 
foram encontradas diversas partículas, algumas esféricas com cerca de 22nm de 
diâmetro e outras tubulares com 22nm de largura e 150nm de comprimento, que 
reagiriam com o soro de pacientes que estavam recuperando-se de Hepatite 
(BAYER; BLUMBERG; WERNER, 1968). 
A partícula viral íntegra do HBV, com cerca de 42nm de diâmetro, foi 
visualizada pela primeira vez em 1970, através da microscopia eletrônica, sendo 
denominada partícula de Dane, composta por um núcleo e um envelope viral 
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contendo AgAu, que foi designado como Antígeno de Superfície do Vírus da 
Hepatite B (HBsAg). Logo depois, em 1972, o antígeno e (HBeAg), foi descrito como 
o marcador sorológico de replicação viral, assim como também seu anticorpo 
correspondente (anti-HBe) (DANE; CAMERON; BRIGGS, 1970;  MAGNIUS; 
ESPMARK, 1972). 
A vacina, que apresentava uma boa tolerância e eficácia, protegendo em 
95% dos vacinados, só surgiu em 1981, por meio do plasma de portadores 
saudáveis do HBsAg. Com os avanços da engenharia genética, em 1986, a vacina 
derivada de plasma foi substituída pela vacina produzida por engenharia genética, 
utilizadas nos dias atuais (FONSECA et al., 2006). 
Em 1988 foi identificada a sequência completa de nucleotídeos do 
genoma do HBV, clonado a partir de um soro de um chimpanzé infectado (VAUDIN 
et al., 1988). 
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5. VÍRUS DA HEPATITE B 
 
 
O HBV, pertence ao gênero Orthohepadnavirus, família Hepadnaviridae. 
Trata-se de um vírus de aproximadamente 42nm de diâmetro envolvido por uma 
estrutura proteolipídica contendo o HBsAg. Em seu interior, encontra-se um 
nucleocapsideo de 25nm formado pelo antígeno do core (HBcAg). Dentro deste 
nucleocapisdeo, há uma enzima multifuncional com atividade de DNA polimerase, 
transcrição reversa e Ribonuclease H (RNAseH), e um DNA circular parcialmente 
dupla fita de cerca de 3.200 pares de bases (pb) (Figura 1) (DANE et al., 1970;  HU; 
TOFT; SEEGER, 1997;  MASON; SEAL; SUMMERS, 1980;  ROBINSON; 
GREENMAN, 1974). 
 
 
Fonte: Adaptado de Perkins, 5 de novembro de 2012 
Figura 1: Representação esquemática da partícula viral do Vírus da Hepatite B com seus 
principais componentes. 
 
 
Podemos encontrar proteínas não estruturais, circulantes no soro, como o 
HBeAg e o HBx, além de partículas virais não infecciosas, ausentes de material 
genético, de forma esférica com 22nm de diâmetro e outra cilíndrica com até 200nm 
de comprimento, que são produzidas devido ao excesso de produção do HBsAg 
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pelos hepatócitos e estão associadas com o escape do sistema imunológico, pelo 
fato de estarem em quantidades bem superiores as partículas virais completas 
(Figura 2) (DANE et al., 1970). 
 
 
 
 
Fonte: Valente, 2008. 
Figura 2: Micrografia eletrônica de partículas purificadas do Vírus da Hepatite B obtidas 
através de soro humano. 
Seta amarela = partícula viral completa com 42nm de diâmetro; seta vermelha = partícula 
cilíndrica com 200nm de comprimento; seta verde = partículas esféricas de 22nm de diâmetro. 
 
 
5.1 ESTRUTURA GENÔMICA 
 
 
O genoma do HBV é constituído de um DNA circular parcialmente dupla 
fita, com cerca de 3.200pb, possuindo uma fita completa de carga negativa e uma 
curta fita de carga positiva. Trata-se de um genoma constituído de quatro fases de 
leitura aberta (ORF) (C, P, S e X) fortemente sobrepostos que transcrevem quatro 
RNAms (Figura 3). Próximos as extremidades 5’ de ambas as fitas, existe duas 
pequenas sequencias de nucleotídeos denominadas direct repeats (DR1 e DR2) que 
estão associadas ao processo de replicação viral. O genoma do HBV possui quatro 
regiões promotoras para a tradução dos RNAms e duas regiões atuando como 
enhancers (EnhI e EnhII) para a transcrição. Entre as regiões promotoras, inclui o 
promotor basal do core (GARCIA; OSTAPCHUK; HEARING, 1993;  GUO, W. et al., 
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1993;  LIEN et al., 1987;  SEEGER; GANEM; VARMUS, 1986;  SERVOSS; 
FRIEDMAN, 2004;  WILL et al., 1987;  YUH; TING, 1991;  ZHANG, P.; 
MCLACHLAN, 1994;  ZHANG, P.; RANEY; MCLACHLAN, 1992). 
 
 
Fonte: Adaptado de Ghany e Liang (2007). 
Figura 3: Representação esquemática do genoma do Vírus da Hepatite B constituído por 
sobreposições (overlaps) dos open reading frames (ORFS). 
 
 
O gene C possui dois códons de iniciação para tradução proteica. Quando 
a tradução ocorre no primeiro códon, codifica a proteína precore, que segue em 
direção ao reticulo endoplasmático rugoso, onde é clivado em suas extremidades 
formando o HBeAg. O HBeAg não é uma proteína estrutural, é secretado na 
circulação sanguínea, sendo utilizado como marcador de replicação viral. Se a 
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tradução ocorrer a partir do segundo códon, codifica o HBcAg, formador do 
nucleocapsideo viral (GERLICH; ROBINSON, 1980). 
O gene S possui três códons de iniciação para a tradução proteica, que 
dão origem as proteínas Pré-S1/Large, Pré-S2/Middle e S/HBsAg/Small. A 
distribuição destas três partículas nos vírions não ocorre de forma uniforme. Os 
vírions infecciosos têm uma maior quantidade de proteína Pré-S1, que parece estar 
associado à ligação de receptores nos hepatócitos, o que previne outras partículas 
não infecciosas de competirem pelos receptores. A proteína Pré-S2 também pode 
estar associada à adsorção do vírus na célula hospedeira, na qual é capaz de ligar-
se aos receptores de albumina no hepatócito. No HBsAg, encontra-se o 
determinante “a”, que se localiza entre os aminoácidos 124 e 147, na qual são 
direcionados os anticorpos neutralizantes anti-HBs (DASH et al., 1991;  HEERMANN et 
al., 1984;  KLINGMULLER; SCHALLER, 1993;  NEURATH et al., 1986;  RODRIGUES-
FRIAS; JARDI, 2008;  THUNG; GERBER, 1984;  WEBER, 2005). 
O gene P ocupa cerca de 80% do genoma do HBV e se sobrepõe aos 
genes C, S e X. Tal gene é capaz de codificar uma proteína multifuncional que 
possui quatro domínios (Proteína terminal, Região espaçadora, Transcriptase 
reversa e RnaseH). A enzima possui atividade de DNA polimerase e Transcriptase 
reversa (domínio RT), que contém sete motifs denominados de A a G. Em seu 
domínio amino-terminal é encontrada a proteína terminal que atua como iniciador 
para a síntese da cadeia de DNA negativa. A região espaçadora possui função 
desconhecida. A região carboxi-terminal possui atividade de RNAseH (GHANY; 
LIANG, 2007;  KOSHY; HOFSCHNEIDER, 1989;  SHELDON et al., 2006;  ZOULIM, 
2004). 
O gene X é a menor região genômica do HBV, que codifica um 
polipeptídio de aproximadamente 154 aminoácidos. A função exata dessa proteína 
na infecção pelo HBV não foi completamente definida. Sabe-se que o gene X 
codifica a proteína X que é transativadora da transcrição viral, parecendo estar 
associada à fase de replicação do vírus (KOSHY; HOFSCHNEIDER, 1989). 
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5.2 REPLICAÇÃO 
 
 
Inicialmente ocorre uma ligação reversível e não especifica com os 
Proteoglicanos de heparam sulfato e depois uma provável ligação irreversível a um 
receptor específico nos hepatócitos com a proteína Pré-S1 (URBAN, S, 2008). 
Dois diferentes caminhos de entrada têm sido propostos: fusão viral com 
a membrana plasmática ou endocitose seguida da liberação do nucleocapsideo a 
partir das vesículas endociticas (URBAN, S. et al., 2010). 
O nucleocapsídeo, contendo o DNA circular parcialmente dupla fita 
(rcDNA) ligado covalentemente com a polimerase, é transportado através dos 
microtubulos até o núcleo dos hepatócitos através de um sinal de localização 
nuclear (URBAN, S. et al., 2010). 
Após entrada no núcleo, de modo ainda desconhecido, ocorre a liberação 
do rcDNA no nucleoplasma e a fita positiva do rcDNA é completada pela polimerase 
viral e o DNA circular covalentemente fechado (cccDNA) é formado pela junção das 
fitas de polaridade negativa e positiva (KANN; SCHMITZ; RABE, 2007;  NASSAL, 
2008). 
O cccDNA serve de molde para originar RNAms, para síntese das 
proteínas virais (S, Pré-S1, Pré-S2, precore e HBx), e o RNA pré-genômico 
(RNApg), que sintetizará o genoma viral, proteína do core e a polimerase viral. O 
cccDNA utiliza a maquinaria celular para transcrição dos RNAms. Tantos os fatores 
de transcrição do hospedeiro e viral regulam este processo (LOK; HEATHCOTE; 
HOOFNAGLE, 2001). 
Os RNAms transcritos no núcleo, utilizam o sinal de poliadenização e são 
transportados para o citoplasma. O RNApg é traduzido para formação da proteína 
do core e da polimerase viral. O RNApg, através da estrutura ε (épsilon), é 
encapsulado pela proteína do core juntamente com a polimerase viral. Após isso, o 
RNApg é transcrito reversamente em DNA, sendo sintetizada a fita de polaridade 
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negativa e posteriormente a fita de polaridade positiva, que não é formada 
completamente (rcDNA). O RNApg é destruído por ação enzimática da RNaseH 
(URBAN, S. et al., 2010). 
O nucleocapsideo, contendo o rcDNA, pode seguir novamente para o 
núcleo, onde a fita de polaridade positiva é completada formando o cccDNA para 
manutenção do pool viral dentro dos hepatócitos, ou para o reticulo endoplasmático 
para ser envelopado com as proteínas de superfície viral e secretado. O excesso de 
proteínas do envelope formado pelo reticulo endoplasmático gera partículas 
subvirais não infecciosas (sem nucleocapsideo e material genético) (URBAN, S. et 
al., 2010) (Figura 4). 
 
 
 
Fonte: Adaptado de Rehermann e Nascimbeni (2005). 
Figura 4: Representação da infecção celular e replicação do Vírus da Hepatite B. 
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6. PATOGENIA 
 
 
A replicação do HBV não causa destruição direta aos hepatócitos. É 
sabido que a resposta imune celular frente aos hepatócitos infectados é a grande 
responsável pela lesão hepática. Tal fato se deve pela observação de que crianças 
infectadas no período perinatal ou durante a infância, apresentarem mínima lesão 
hepática por possuírem um sistema imune imaturo, incapaz de responder a infecção 
pelo HBV (MENDONÇA; VIGANI, 2006). 
A reposta imune contra o HBV envolve a resposta celular e humoral. No 
que se refere à resposta imune humoral, as moléculas do complexo principal de 
histocompatibilidade (MHC) classe II, presente nas células apresentadoras de 
antígenos (APCs), apresentam os epítopos virais aos linfócitos T CD4+, que 
produzem e secretam citocinas responsáveis pela modulação e estímulo da 
secreção de anticorpos antígeno-específicos pelos plasmócitos, que combatem os 
vírions circulantes, e pela regulação da atividade dos linfócitos T CD8+ citotóxicos. 
As moléculas de MHC de classe I, presentes nos hepatócitos infectados, 
apresentam os epítopos virais processados no interior das células infectadas, que 
interagem com os linfócitos T CD8+, na qual promovem a sua destruição (GANEM; 
PRINCE, 2004) (Figura 5). 
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Fonte: Adaptado de Ganem; Prince, 2004 
Figura 5: Representação da resposta imune celular direcionada aos antígenos do HBV, 
resultando na lise dos hepatócitos infectados. 
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7. PARÂMETROS BIOQUÍMICOS E IMUNOLÓGICOS 
 
 
As hepatites virais apresentam um quadro bastante semelhante. O 
diagnóstico etiológico é dado através da identificação do agente causador, sendo 
realizado por análises sorológicas, imunohistoquímicas e moleculares, onde se 
pesquisam os marcadores sorológicos, teciduais e o ácido nucléico viral, 
respectivamente (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 
O diagnóstico das hepatites é realizado por meios de testes de função 
hepática, que inclui as dosagens dos níveis séricos de alanina aminotransferase e 
aspartato aminotransferase (AST), dosagens de bilirrubina direta e total, fosfatase 
alcalina, gama glutamil transferase (γ-GT), proteínas totais, albumina, contagem 
completa de linfócitos e estudos da coagulação (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 
2013). 
A ALT e AST são indicadores de lesão hepática, contudo, não são 
especíﬁcos para hepatites. As dosagens de bilirrubina auxiliam no acompanhamento 
de icterícia e a fosfatase alcalina é mais evidente na hepatopatia biliar obstrutiva, 
juntamente com a γ-GT, que também esta associada à ingestão de álcool, sendo útil 
para diagnóstico de hepatopatia alcoólica (BRASIL; SAÚDE, 2013). 
O primeiro marcador sorológico a aparecer na infecção aguda do HBV é o 
HBsAg, sendo detectável em aproximadamente 30 dias após a infecção. Em 
indivíduos cronicamente infectados, o HBsAg permanece no soro por pelo menos 
seis meses. Simultaneamente ou logo após o aparecimento do HBsAg, o HBeAg, 
um marcador de replicação viral ativa, é encontrado no soro, sendo associado com 
um elevado risco de transmissão (GONÇALES; CAVALHEIRO, 2006;  
HADZIYANNIS et al., 1983;  HOOFNAGLE, 1981;  REALDI et al., 1980) (Figura 6 e 
7). 
O HBcAg é um antígeno intracelular, insolúvel, que não pode ser 
detectado no soro. Contudo, seu anticorpo correspondente, o anti-HBc (IgM) 
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aparece no início dos sintomas, sendo utilizado como marcador de infecção aguda 
ou recente (Figura 6). Nos indivíduos com infecção crônica pelo HBV, o HBsAg e o 
anti-HBc (IgG) persistem positivos por toda a vida (Figura 7). O anti-HBc total 
(IgM+IgG) é um importante marcador no período de janela imunológica entre o 
HBsAg e o anti-HBs, sendo obrigatórios sua pesquisa em bancos de sangue, 
aumentando a segurança das transfusões sanguíneas e diminuindo o risco de 
infecção por transfusão de hemoderivados (GONÇALES; CAVALHEIRO, 2006). 
Os indivíduos que conseguem soroconverter o HBeAg para anti-HBe, são 
dados como respondedores satisfatórios, pelo fato de haver uma queda da 
replicação viral associada a esta soroconversão. Entretanto, a ausência do HBeAg e 
a presença do anti-HBe não pode ser assumida como ausência de replicação viral, 
pois pacientes com mutação do precore ou do promotor basal do core, possuem um 
elevado nível de replicação viral implicando na reativação, com consequente 
aumento das lesões hepáticas (CHAN; LOK, 1999;  GONÇALES; CAVALHEIRO, 
2006) (Figura 6 e 7). 
Quando a infecção pelo HBV ocorre em pacientes adultos 
imunocompetentes, aproximadamente 90 a 95% apresentam uma resposta imune 
com formação de anticorpos contra HBsAg, designados anti-HBs; esta resposta 
imune é capaz de eliminar o HBsAg e o DNA-HBV da circulação, exceto quando 
ocorre mutações no gene S do HBV (Figura 7). Pessoas que entraram em contato 
com vírus e se curaram da infecção, apresentarão o anti-HBc e anti-HBs, enquanto 
que pessoas imunizadas pela vacina e que não entraram em contato com o vírus, só 
apresentarão o anti-HBs (SHEPARD et al., 2006). 
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Fonte: Adaptado de US CDC and Prevention, 2012.  
Figura 6: Curso sorológico típico da progressão da infecção aguda pelo HBV.  
Anti-HBc Total = Anti-HBc IgM + Anti-HBc IgG. 
 
 
Fonte: Adaptado de US CDC and Prevention, 2012. 
Figura 7: Curso sorológico típico da progressão da infecção crônica pelo HBV. 
Anti-HBc Total = Anti-HBc IgM + Anti-HBc IgG. 
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8. TRANSMISSÃO 
 
 
A rota de transmissão para a infecção pelo HBV pode ser de modo 
vertical ou horizontal. O HBV pode ser encontrado em diversos fluidos biológicos, 
contudo, somente o soro e sêmen apresentaram-se contagiosos. A saliva apresenta 
controvérsias (ALTER et al., 1977). 
Apesar de muitas campanhas para o uso de preservativos, a transmissão 
sexual continua sendo uma fonte importante de infecção. 
Exposições de caráter percutâneo ou hemoderivados podem ocorrer de 
diferentes maneiras: equipamentos contaminados utilizados para injeções 
terapêuticas, utilização de drogas injetáveis e mais raras, tatuagens, acupuntura e 
manicure. Apesar da intensa segurança para detecção dos fatores de risco e o 
aumento da sensibilidade por parte dos testes sorológicos, o HBV continua sendo o 
vírus mais transmitido em bancos de sangue (TENGAN; ARAÚJO, 2006). 
O contato intradomiciliar com uma pessoa infectada poderia implicar em 
uma infecção indireta pelo HBV, principalmente durante a infância, pelo fato deste 
vírus possuir uma estabilidade de aproximadamente sete dias em objetos 
inanimados (TENGAN; ARAÚJO, 2006). 
A idade no momento da transmissão é um fator crucial para a infecção do 
HBV. Infecção perinatal ou nos primeiros anos de infância aumentam para 90% o 
risco de cronicidade se não houver profilaxia e a mãe for HBeAg positiva. A taxa de 
risco da infecção crônica diminui com o avanço da idade, sendo 23% em crianças 
infectadas na pré-escola e 9% em jovens adultos. Tais fatos estão associados à 
imaturidade do sistema imune nos primeiros anos de vida, o que favorece a 
cronificação. A transmissão perinatal diminui para <5% se a mãe for HBeAg 
negativa. Nestes casos, a profilaxia (vacina e HBIG) diminui o risco de cronificação 
para 10 a 15% em mães HBeAg positivas e <1% em mães HBeAg negativas 
(CHANG, 2007;  STEVENS et al., 1975). 
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9. HISTÓRIA NATURAL 
 
 
Diversos fatores, incluindo fatores virais, do hospedeiro e ambiental, 
podem contribuir para progressão da doença hepática. Os fatores incluem carga 
viral, genótipos, mutações, deleções e status do HBeAg; os do hospedeiro incluem 
gênero masculino, idade avançada e níveis de aminotransferases. No que se refere 
aos fatores ambientais, inclui-se alcoolismo, fumo e coinfecção com outros agentes 
virais (HDV, HCV e HIV) (KWON; LOK, 2011). 
A história natural da infecção pelo HBV consiste em quatro fases, 
contudo, nem todos os indivíduos infectados passam por todas (Figura 8). A fase de 
imunotolerância é caracterizada pelo alto nível de replicação do HBV, onde se tem a 
presença do HBeAg, altos níveis de DNA-HBV e níveis normais de ALT, sem 
nenhuma evidencia de lesão hepática. Esta fase é observada em indivíduos 
infectados no período perinatal ou durante a infância, onde o sistema imune 
encontra-se imaturo. Não está claro o motivo certo do sistema imune do hospedeiro 
não reconhecer ou responder a presença do vírus. Experimentos em camundongos 
sugerem que a transferência placentária do HBeAg materno não provoca uma 
resposta das células T frente ao HBeAg e ao HBcAg (CHU et al., 2004;  
FATTOVICH; BORTOLOTTI; DONATO, 2008;  MENDONÇA; VIGANI, 2006;  YIM; 
LOK, 2006). 
A fase de imunoeliminação acontece quando o sistema imume reconhece 
e ataca os hepatócitos infectados, o que resulta na elevação dos níveis de ALT. A 
soroconversão do HBeAg para anti-HBe ocorre paralelamente com o declínio do 
DNA-HBV. Caso o sistema imune não seja capaz de soroconverter o HBeAg para 
anti-HBe, a lise dos hepatócitos continua com persistência ou elevação dos níveis de 
aminotransferases (CHU; LIAW, 1987;  TSAI et al., 1992). 
Após o declínio do DNA-HBV, ocorre a fase conhecida como portador 
inativo do HBV. Os marcadores sorológicos encontrados nesta fase são o HBsAg e 
o anti-HBe, enquanto que o HBeAg encontra-se indetectável. Tal fase pode persistir 
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por toda a vida, contudo, é possível que nesta fase ocorram mutações na região do 
promotor do core e/ou precore do genoma do HBV, implicando um aumento da 
replicação, do DNA-HBV, e da atividade necro-inflamatória com consequente 
aumento das aminotransferases. O aumento da replicação após a soroconversão 
para anti-HBe é considerada como a fase de reativação (HADZIYANNIS; 
VASSILOPOULOS, 2001;  MANNO et al., 2004;  MENDONÇA; VIGANI, 2006). 
 
Fonte: Adaptado de Kwon e Lok (2011) 
Figura 8: Representação esquemática das fases que compreendem a história natural da 
infecção crônica pelo HBV. 
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10. HEPATITE B OCULTA 
 
 
A Hepatite B oculta é caracterizada como a presença do DNA-HBV no 
tecido hepático de indivíduos negativos para o HBsAg, podendo o DNA viral estar 
presente no plasma em concentrações de até 200 cópias/mL (RAIMONDO et al., 
2008). 
De acordo com o perfil sorológico do indivíduo, a hepatite B oculta pode 
ser classificada em soropositiva (anti-HBc reagente com ou sem anti-HBs) ou 
soronegativa. Ela é causada provavelmente pela persistência do cccDNA nos 
núcleos dos hepatócitos, pela baixa replicação viral, coinfecção com outros agentes 
infecciosos, como HCV, ou mutações no gene S que inibem a expressão ou alteram 
a antigenicidade do HBsAg, impedindo sua detecção por testes sorológicos 
comerciais. Recentes estudos sugerem que a Hepatite B oculta possui uma 
relevância clinica importante pelo fato de acelerar a progressão das lesões hepáticas 
e consequente desenvolvimento de cirrose e HCC (CHAUDHURI et al., 2004;  CHEN 
et al., 2003;  HOLLINGER; SOOD, 2010;  IKEDA et al., 2009;  RAIMONDO et al., 
2007;  SAID et al., 2009;  SHIRE; ROBERTS, 2011;  TAMORI et al., 2003). 
A implementação obrigatória da detecção do HBsAg e anti-HBc em 
bancos de sangue, tem reduzido a transmissão transfusional do HBV nas últimas 
quatro décadas, contudo, foi demonstrado que a transmissão do HBV por 
componentes sanguíneos negativos para o HBsAg pode ocorrer, justificando o fato 
de que a transmissão transfusional pelo HBV continua a ser a mais frequente 
transmissão de infecção viral em bancos de sangue (CALDERON et al., 2009;  KAFI-
ABAD et al., 2009;  LIU; CHEN; CHEN, 2006;  LIU et al., 2010;  NIEDERHAUSER et 
al., 2008). 
A técnica ideal para detecção do DNA-HBV para o diagnóstico da 
Hepatite B oculta seria através da biópsia hepática. No entanto, o tecido hepático 
nem sempre esta disponível, e os ensaios padronizados para a detecção do DNA-
HBV no tecido hepático não são aprovados pela Food and Drug Administration 
(FDA). Madejon e colaboradores (2000) observaram que o tempo entre a coleta da 
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biópsia hepática e o congelamento do tecido é um fator crítico para a preservação e 
detecção dos ácidos nucléicos virais, sendo que deve ser realizada em um intervalo 
de tempo menor que 3 minutos. Técnicas com uma alta sensibilidade e 
especificidade, como a amplificação do DNA-HBV a partir do plasma é a melhor 
metodologia para diagnóstico da Hepatite B oculta, além de excluir um falso 
diagnóstico de Hepatite B oculta, que é resultado da infecção de variantes com 
mutações de escape vacinal no gene S do HBV (HOLLINGER; SOOD, 2010;  
MADEJON et al., 2000;  URBANI et al., 2010). 
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11. VARIABILIDADE DO HBV 
 
 
11.1 SOROTIPOS 
 
 
A variabilidade do HBV, baseia-se na presença de diversos determinantes 
antigênicos do HBsAg. Estes determinantes residem na proteína de superfície do 
vírus, sendo o determinante “a” comum em todo os tipos de HBsAg (KAY; ZOULIM, 
2007) (Tabela 1). 
Tabela 1: Sorotipos do HBV com seus respectivos aminoácidos 
 
SOROTIPOS 
 
AMINOÁCIDOS DO HBsAg 
 
ayw1 
 
122R+160K+127P+(134F e/ou 159A) 
ayw2 122R+160K+127P 
ayw3 122R+160K+127T 
ayw4 122R+160K+127L 
ayr 122R+160R 
adw2 122K+160K+127P 
adw3 122K+160K+127T 
adw4q- 122K+160K+127L+178Q 
adrq+ 122K+160R+177V+178P 
adrq- 122K+160R+177A 
Fonte: Kay; Zoulim, 2007 
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11.2 GENÓTIPOS E SUBGENÓTIPOS 
 
 
Okamoto e colaboradores (1988) sugeriram uma melhor classificação dos 
sorotipos através de análises moleculares, onde inicialmente foram comparados 18 
sequências de genomas completos, sendo identificados quatro genótipos (A-D). Tais 
sequências divergiam em cerca de 8% do genoma completo (OKAMOTO et al., 
1988). 
Em 1992, Norder e colaboradores identificaram mais duas sequências, 
sendo designadas genótipos E e F. O genótipo G foi relatado por Stuyver e 
colaboradores (2000) em um estudo de doadores de sangue na França e Estados 
Unidos (NORDER et al., 1992;  STUYVER, L. et al., 2000). 
Em 2002, foi relatado um novo genótipo relacionado filogeneticamente ao 
genótipo F, sendo designado como genótipo H. Não há uma correlação direta entre 
genótipos e subtipos, uma vez que um subtipo pode ser encontrado em diversos 
genótipos como é o caso do adw2, que é encontrado nos genótipos A, B, C e G e o 
subtipo ayw1, que é encontrado nos genótipos A e B (ARAUZ-RUIZ et al., 2002;  
NORDER et al., 1992;  STUYVER, L. et al., 2000). 
Tran, Trinh e Abe (2008) sugerem um novo genótipo (I) encontrado no 
Vietnã que possui uma recombinação entre os genótipos A, C e G. Tatematsu e 
colaboradores (2009) encontraram em um paciente japonês, uma variante não 
relacionada com recombinações dos genótipos que infectam humanos e sim 
relacionada com a variantes que infecta o gibão/orangotango e o genótipo C dos 
humanos, sugerindo esta como genótipo J (TATEMATSU et al., 2009;  TRAN; 
TRINH; ABE, 2008). 
Os genótipos do HBV ainda podem ser subdivididos em subgenótipos de 
acordo com uma divergência que varia de 4 a 8% em cada genótipo. O genótipo A 
foi dividido em três subgenótipos denominados A1, A2 e A3. O genótipo B foi 
dividido em dois maiores grupos: O grupo do genótipo B Japan (Bj), uma variante 
42 
 
“pura” que inclui os subgenótipos B1 e B6, e outro grupo denominado B Asia (Ba), 
que inclui os subgenótipos B2, B3, B4 e B5, que possuem uma região recombinada 
com o core do genótipo C do HBV. O genótipo C é dividido em C1, C2, C3, C4 e C5. 
O genótipo D em D1, D2, D3 e D4. O genótipo F é dividido em F1, F2, F3, e F4 (LIN; 
KAO, 2011) 
Os diferentes genótipos e subgenótipos do HBV apresentam uma 
distribuição geográfica característica (Figura 9 e Tabela 2), podendo estar 
relacionados ainda com a patogenicidade da infecção pelo HBV e a resposta ao 
tratamento (MIYAKAWA; MIZOKAMI, 2003;  OLINGER et al., 2008;  SORIANO et al., 
2008). 
 
Fonte: Pujol et al., 2009 
Figura 9: Distribuição geográfica dos genótipos do HBV. As letras maiores correspondem à 
prevalência dos genótipos em cada região. 
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Tabela 2: Genótipos do HBV com suas respectivas localidades de prevalências 
 
GENÓTIPO LOCALIDADES DE PREVALÊNCIA 
A1 África Subsariana 
A2 Norte da Europa 
A3 África Ocidental 
B1 Japão 
B2-5 
Leste da Ásia, Taiwan, China, Indonésia, Vietnã e 
Filipinas. 
B6 Alasca, Norte do Canadá e Groenlândia. 
C1-3 Taiwan, China, Coréia e Sudeste Asiático. 
C4 Austrália 
C5 Filipinas e Vietnã 
D1-5 África, Europa, países do Mediterrâneo e Índia 
E Restrito a África Ocidental 
F1-4 América Central e do Sul 
G França, Alemanha e Estados Unidos. 
H América Central 
I Vietnã e Laos 
J Japão 
Fonte: Lin e Kao (2011) 
 
 
Eventos de recombinações entre os diferentes genótipos são comuns. Grande 
parte das recombinações descritas compreendem os genótipos B/C e D/A. Outras 
recombinações compreendem os genótipos A/B/C, A/C, A/E, A/G, C/D, C/F, C/G, 
C/U (U para genótipo desconhecido) e B/C/U. Genótipos A e C apresentaram uma 
tendência maior de recombinação do que outros genótipos (SIMMONDS; MIDGLEY, 
2005;  YANG, J. et al., 2006). 
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As principais regiões que compreendem os pontos de recombinações são 
as proximidades da região DR1, região Pré-S, porção 3’ do final do gene core e 
porção 3’ do final do gene S (SIMMONDS; MIDGLEY, 2005;  YANG, J. et al., 2006). 
Eventos de recombinação também podem ocorrer em vírus que infectam 
humanos e chimpanzés ou gibão (MAGIORKINIS et al., 2005;  SIMMONDS; 
MIDGLEY, 2005). 
Algumas recombinações são frequentes em algumas regiões do mundo, 
como no caso dos subgenótipos B2-6, que são produtos da recombinação entre os 
genótipos B e uma porção da região core do genótipo C (MIYAKAWA; MIZOKAMI, 
2003). 
Os genótipos de maior prevalência no Brasil são o A, D e F. Mello e 
colaboradores (2007) analisaram amostras das cinco regiões brasileiras, 
provenientes de doadores de sangue, relatando uma maior prevalência do genótipo 
A no país (48,5%), com o predomínio do subgenótipo de origem Africana A1 
(90,2%), seguido do genótipo D (38,5%) e F (13%) (MELLO et al., 2007) (Figura 10). 
 
Fonte: Mello et al., 2007. 
Figura 10: Distribuição dos genótipos do HBV nas cinco regiões brasileiras 
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Na região Norte, o genótipo mais prevalente foi o A (63,4%), assim como 
na região Nordeste (54,2%) e Sudeste (64.3%). Na região sul, o genótipo D foi o 
mais prevalente (84,2%), não sendo relatada a presença do genótipo F. A região 
Centro Oeste demonstrou uma distribuição balanceada entre o genótipo A e D 
(44,7% e 47,6%, respectivamente) (MELLO et al., 2007). 
A presença destes genótipos reflete o contexto histórico da formação da 
população brasileira, onde o subgenótipo de origem africana A1 foi introduzido ao 
país devido provavelmente ao tráfico escravo proveniente da África entre os séculos 
XVI e XIX. Em 1888, após a Lei Áurea, que aboliu a escravidão no Brasil, o governo 
incentivou a mão-de-obra europeia qualificada devido à expansão cafeeira em São 
Paulo, sendo que este evento causou um grande fluxo de imigrantes europeus, 
incluindo espanhóis, italianos e alemães. Esse grande fluxo de imigrantes europeus 
foi o grande responsável pela presença do genótipo D em nosso país. A grande 
maioria dos imigrantes tinha o Estado de São Paulo como destino. No período 1891-
1900, 733.335 imigrantes aportaram em São Paulo; e de 1901 a 1920 o 
Departamento Estadual de Estatística de São Paulo aferiu a chegada de mais 
857.149 imigrantes (FAUSTO, 1977). 
A colonização da região Sul pelos europeus também foi incentivada pelo 
governo, pois o Sul até então, estava despovoado e alvo de cobiça de outros países. 
Devido o genótipo D ser característico da população mediterrânea, tais fatos, 
auxiliam na elucidação da prevalência do genótipo D na região Sul do Brasil, e como 
o segundo genótipo mais prevalente nas outras regiões (HERÉDIA, 2001). 
O Genótipo F seria originário das populações nativas do Brasil, pois este 
é característico das populações ameríndias (MELLO et al., 2007). 
Outros genótipos, como o B e C, já foram encontrados no Brasil, sendo a 
grande maioria de origem ou descendência asiática. Alguns estudos inclusive já 
encontraram estes genótipos com uma maior prevalência em relação ao genótipo F, 
provavelmente pela forte imigração japonesa ocorrida a partir do início do século XX. 
O genótipo E já foi relatado em um viajante africano no país, o genótipo G na cidade 
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de São Paulo e o genótipo H na cidade de Curitiba (BERTOLINI et al., 2012;  
BOTTECCHIA et al., 2008;  SITNIK et al., 2004;  SITNIK et al., 2007). 
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12. TRATAMENTO 
 
 
O principal objetivo do tratamento da Hepatite B é prevenir a cirrose, 
descompensação hepática e HCC. O resultado mais desejável com a terapia 
antiviral, além da normalização das aminotransferases, é a perda sustentada do 
HBsAg, com ou sem soroconversão para anti-HBs. A soroconversão do HBeAg para 
anti-HBe é considerada como um melhor prognóstico da doença, porém, pacientes 
HBeAg positivos que não obtêm soroconversão e nos HBeAg negativos, a 
supressão sustentada do DNA-HBV é considerada um bom prognóstico para 
controle da replicação viral (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010;  LOK; 
MCMAHON, 2007). 
O resultado mais desejado em pacientes HBeAg negativos e anti-HBe 
positivos com mutação na região precore ou no promotor do core, seria a 
normalização das aminotransferases, a negativação ou redução do DNA-HBV, e se 
possível, a negativação do HBsAg com ou sem soroconversão para o anti-HBs. Nos 
pacientes cirróticos, a redução da carga viral e o desaparecimento do HBeAg, tanto 
induzido pelo tratamento quanto espontaneamente, associam-se à diminuição no 
risco de descompensação hepática e a melhora da sobrevida do paciente  
(EUROPEAN ASSOCIATION FOR THE STUDY OF THE LIVER, 2009). 
Muitos progressos ocorreram no tratamento da Hepatite B na última 
década. A disponibilidade de medicamentos que têm atividade antiviral potente e 
são seguros para utilização em pacientes com cirrose, tem ampliado as indicações 
para o tratamento da hepatite B. Contudo, tais tratamentos não são capazes de 
erradicar o vírus, pelo fato da persistência do cccDNA agindo como um reservatório 
no núcleo dos hepatócitos infectados (SEEGER; MASON, 2000). 
Atualmente, sete medicamentos estão aprovados para o tratamento da 
Hepatite B crônica, incluindo duas formulações de IFN, convencional e peguilado 
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(PEG-IFN), e cinco análogos de nucleos(t)ídeos (Lamivudina, Adefovir, Entecavir, 
Telbivudina e Tenofovir) (BRASIL, MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). 
O IFN possui duas atividades, uma atividade Imunomoduladora, cuja 
função é de aumentar a expressão das moléculas de MHC I na membrana dos 
hepatócitos e estimular a ativação de linfócitos T CD4+ e células natural killers, e 
uma atividade antiviral direta através da inibição da síntese do DNA viral 
(FERREIRA, M. S.; BORGES, 2007). 
O IFN convencional é administrado de forma subcutânea diariamente ou 
três vezes por semana, o que promove rápida diminuição dos níveis séricos do 
DNA-HBV e em 70% dos casos, elevação das aminotransferases, refletindo o 
aumento da atividade imune sobre os hepatócitos infectados. Pacientes tratados em 
longo prazo demonstraram uma incidência menor de descompensação e HCC e 
melhora da sobrevida em comparação com não respondedores. Já na sua 
formulação peguilada, o IFN ganha em sua estrutura, um revestimento com 
polietilenoglicol, uma molécula inerte que modifica as propriedades imunológicas, 
farmacocinéticas e farmacodinâmicas do IFN, acarretando em uma maior 
biodisponibilidade e meia vida, além de aumentar a adesão do paciente ao 
tratamento pelo fato de ser administrado apenas uma vez por semana (BAILON; 
BERTHOLD, 1998;  FERREIRA, M. S.; BORGES, 2007). 
A taxa de soroconversão do HBeAg para anti-HBe em um ano de 
tratamento com PEG-INF é de aproximadamente 30%. A adição de Lamivudina 
resulta numa maior supressão do DNA-HBV, mas não no aumento da taxa de 
soroconversão do HBeAg. Para pacientes HBeAg positivos, o maior preditor para 
soroconversão ao anti-HBe é a elevação da ALT antes do tratamento, alta atividade 
histológica, baixos níveis de DNA-HBV e infecções com genótipos A ou B. Entre os 
pacientes HBeAg negativos, pacientes com títulos baixos de HBsAg na semana 12 
de tratamento, possuem maiores chances de resposta virológica sustentada. 
Contudo, o INF possui muitos efeitos colaterais e deve ser cuidadosamente indicado 
ao paciente por não poder ser utilizado naqueles com cirrose descompensada e com 
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insuficiência hepática aguda (BUSTER et al., 2008;  FERREIRA, M. S.; BORGES, 
2007;  PERRILLO et al., 2002;  WAI et al., 2002). 
 
 
12.1 ANÁLOGOS NUCLEOS(T)ÍDEOS 
 
 
Durante a etapa de transcrição reversa, a enzima viral pode incorporar os 
análogos nucleos(t)ídeos pelo fato de mimetizarem os nucleos(t)ídeos do pool 
celular, o que acarreta na interrupção do ciclo replicativo do HBV. Estes agentes não 
possuem ação direta no cccDNA, que fica como reservatório nos hepatócitos 
infectados, portanto, recidiva viral é comum, principalmente quando o tratamento é 
interrompido (GHANY; LIANG, 2007). 
Para os análogos nucleosídeos tornarem-se ativos, necessitam ser 
trifosforilados, enquanto que os análogos nucleotídeos já se apresentam pré-
fosforilados, necessitando de uma etapa a menos de fosforilação (GHANY; LIANG, 
2007). 
A Lamivudina (3TC), um análogo de citosina, foi o primeiro medicamento 
aprovado para o tratamento da Hepatite B (1988), possuindo atividade contra o HBV 
e HIV, sendo capaz de reduzir rapidamente o DNA-HBV do soro para níveis 
indetectáveis, além de apresentar uma fácil posologia de uso oral e baixa frequência 
de efeitos colaterais, podendo ser facilmente utilizada em pacientes com 
insuﬁciência hepática, e principalmente aqueles que necessitariam de transplante 
hepático, diferentemente do IFN (VAN LEEUWEN et al., 1995;  VILLENEUVE et al., 
2000) 
O Entecavir (ETV) é um dos mais potentes inibidores da DNA polimerase 
do HBV pelo fato de possuir, diferentemente da Lamivudina, uma alta barreira 
genética, necessitando de diversas mutações para causar resistência completa ao 
medicamento (CALLEJA; PENAS, 2008). 
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A Telbivudina (LdT) é um análogo nucleosídeo de timidina, apresenta 
uma atividade potente, bloqueando rapidamente a replicação viral. Estudos de dois 
anos de seguimento demostrou eficácia superior a Lamivudina (FERREIRA, M. S.; 
BORGES, 2007). 
O Adefovir é um análogo nucleotídeo da adenosina monofosfato, sendo 
muito utilizado em pacientes mutações de resistência a Lamivudina (DANDO; 
PLOSKER, 2003). 
O Tenofovir (TDF) é também um análogo de nucleotídeo de adenosina 
monofosfato, que há muitos anos é utilizado para tratamento do HIV. Possui uma 
excelente atividade contra o HBV, tanto nas variantes selvagens como nas 
resistentes a outras drogas (Lamivudina e Adefovir), e sua potência é superior ao do 
Adefovir (MARCELLIN et al., 2008;  VALENTI; FISHER, 2004). 
 
 
12.1.1   RESISTÊNCIA 
 
 
Os análogos dos nucleos(t)ídeos utilizados no tratamento da hepatite B 
são eficazes e seguros, induzindo resposta sustentada, contudo, a seleção de 
variantes com resistência é inevitável ao longo do tratamento. A resistência aos 
antivirais representa um dos principais problemas atuais e pode estar relacionada, 
entre outros fatores, a falta de adesão do indivíduo infectado ao tratamento, como 
também este indivíduo pode ser infectado inicialmente por variantes resistentes 
(resistência transmitida), o que poderia impedir ou diminuir a resposta a um 
determinado tratamento, por resistência direta ou cruzada entre os fármacos 
(GHANY; LIANG, 2007;  MATTHEWS et al., 2006;  SHELDON et al., 2006;  ZOULIM, 
2004;  ZOULIM; BUTI; LOK, 2007). 
O HBV, apesar de ser um vírus DNA, possui em seu ciclo replicativo, uma 
etapa de transcrição reversa realizada por sua polimerase, contudo, esta polimerase 
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não possui a função de corrigir erros durante a transcrição do RNApg em DNA, o 
que acarreta em uma alta taxa de mutação do DNA viral. Este fato contribui para que 
o indivíduo seja infectado com várias populações virais denominadas quasispecies. 
As quasispecies ainda podem ser arquivadas na forma de cccDNA nos hepatócitos, 
que possuem uma longa vida. Muitas mutações geram vírus defectivos e por isso 
não se perpetuam, contudo, algumas mutações são convenientes para o vírus, como 
por exemplo, no caso de indivíduos em falha terapêutica, onde são selecionados 
quasispecies resistentes aos antivirais porque possuem um maior fitness viral frente 
à pressão exercida pela droga durante o tratamento (Figura 11) (GUNTHER et al., 
1999;  LOCARNINI, 2005). 
 
 
Fonte: Adaptado Zoulim e Locarnini, 2009. 
Figura 11: Mecanismo de seleção e emergência de quasispecies resistentes aos antivirais. 
As quasispecies também são arquivadas na forma de cccDNA, que possui vida longa, assim 
como os hepatócitos. Com a pressão seletiva da resposta imune e uso de antivirais, as 
quasispecies resistentes são selecionadas e propagam-se pelo fígado, acarretanto na falha ao 
tratamento antiviral. 
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A barreira genética de um determinado antiviral é definida como o número 
de mutações necessárias para produzir resistência completa a uma determinada 
droga. A Lamivudina, por exemplo, possui uma baixa barreira genética, 
necessitando de apenas uma única mutação viral para resistência completa, 
diferentemente do Entecavir, que necessita de três mutações para resistência 
completa (alta barreira genética) (CASTELO FILHO, 2009). 
O monitoramento da carga viral é indispensável para evitar a progressão 
da doença hepática pelo fato de que indivíduos em tratamento com variantes 
resistentes aos antivirais aumentam pelo menos 1xLog10 de cópias/mL de carga viral 
em relação ao menor valor durante o tratamento (Nadir). Tal fato é denominado 
breakthrough viral, que é seguido pelo breakthrough bioquímico, caracterizado pela 
elevação das aminotransferases, indicando lesão hepática. O fracasso em diminuir 
1xlog10 cópias/mL da carga viral após 12 semanas de terapia é considerada como 
uma não resposta primária, que pode ser devido a um problema de adesão ou a 
medicação não pode exibir a sua atividade antiviral em um determinado paciente. 
Uma resposta parcial corresponde a uma não diminuição da carga viral para um 
limiar que traduz melhoria da histologia hepática e a um risco mínimo de resistência 
(LOK; MCMAHON, 2007) (Figura 12). 
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Fonte: Adaptado Zoulim e Locarnini, 2009. 
Figura 12: Representação esquemática da cinética de surgimento de variantes resistentes aos 
antivirais. 
 
 
As mutações de resistência aos antivirais podem ser classificadas em: 
primárias, causando perda de susceptibilidade ao medicamento com 
comprometimento da taxa de replicação viral, ou secundárias (compensatórias), que 
normalmente acompanham as mutações primárias e são capazes de aumentar o 
fitness viral (TUMA; DIAZ, 2010) (Figura 13). 
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Fonte: Adaptado de Fung; Lok, 2004. 
Figura 13: Seleção de quasispecies resistentes no tratamento antiviral 
 
 
Por estes fatos, pacientes infectados pelo HBV tratados com análogos de 
nucleos(t)ídeos devem ser monitorados para o surgimento de breakthrough viral, e 
se caso houver resistência confirmada, tem-se a necessidade de realizar um 
tratamento de resgate, que se baseia na utilização de drogas que sejam eficazes em 
suprimir todas as populações virais resistentes. Na decisão da melhor escolha para 
terapia antiviral de resgate, deve-se analisar a possibilidade de resistência cruzada 
entre os antivirais (ÁLVARES-DA-SILVA, 2009;  HEATHCOTE, 2007). 
As principais mutações que conferem resistência aos análogos de 
núcleos(t)ideos, se localizam no domínio RT da polimerase (ZOULIM; LOCARNINI, 
2009) (Figura 14).  
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Fonte: Adaptado Zoulim e Locarnini, 2009 
Figura 14: Representação esquemática da polimerase viral do HBV com seus quatro domínios. 
(proteína terminal, região espaçadora, transcriptase reversa e RNaseH). O domínio da 
transcriptase reversa possui sete motifs (A-G) 
 
 
A Lamivudina apresenta uma baixa barreira genética, o que acarreta em 
uma alta taxa de emergência de variantes virais logo no primeiro ano de tratamento 
(24%), podendo esta aumentar ao longo dos anos (LAI et al., 2003). 
 No motif C da RT existe uma sequência de quatro aminoácidos, tirosina-
metionina-aspartato-aspartato (YMDD), a qual é necessária para a atividade de 
polimerização. A resistência a Lamivudina está associada a mutações nessa região 
(DAS et al., 2001;  YATSUJI et al., 2006). 
Análises in vitro demonstraram que mutações na região YMDD na 
posição rt204 (rtM204V/I) conferem resistência completa a Lamivudina e que a 
mutação rtM204I isolada inibe o fitness viral, enquanto que a rtM204V normalmente 
vem acompanhada da mutação compensatória rt180V. A mutação compensatória 
rtV173L analisada in vitro se encontra associada as mutações rtL180M e rtM204V, 
não pelo fato de afetar a sensibilidade a Lamivudina, mas pelo fato de melhorar o 
fitness. Os padrões de resistência frequentemente encontrados são:  
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Tabela 3: Principais padrões de resistência ao 3TC 
PADRÕES DE RESITÊNCIA AO 3TC 
rtM204I 
rtL180M + rtM204V 
rtL180M + rtM204I 
rtV173L + rtL180M + rtM204V 
rtV173L + rtL180M + rtM204I 
 
Outras mutações descritas em relação à resistência a Lamivudina: 
rtL80V/I, rtL82M, rtI169T, rtA181T, rtA200V e rtV207I (ALLEN et al., 1998;  
MATTHEWS et al., 2006;  SHAW; BARTHOLOMEUSZ; LOCARNINI, 2006). 
No caso do ETV em monoterapia são descritos dois perfis de resistência 
fenotípica in vitro: 
 
Tabela 4: Principais padrões de resistência ao ETV in vitro 
PADRÕES DE RESITÊNCIA AO ETV IN VITRO 
rtI169T + rtL180M + rtM204V + rtM250V 
rtL180M + rtT184G + rtS202I + rtM204V 
 
 
O ETV possui uma expressiva barreira genética necessitando da 
somatória de mutações para que ocorra prejuízo na atuação antiviral. Entretanto, 
quando se associam as mutações de resistência a Lamivudina, a barreira genética 
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do ETV diminui, ocorrendo diminuição de até 100 vezes na potência do ETV 
(BARTHOLOMEUSZ, A.; LOCARNINI, S., 2006). 
A resistência ao Adefovir esta associado com as mutações rtN236T no 
domínio D da RT. Mutações secundárias, mesmo que na ausência da rtN236T, 
podem ser encontradas em outros domínios, como no caso da rtV84M e rtS85A no 
domínio A, a rtA181T/V no domínio B, a rtQ215S no interdomínio C-D e as rtI233V, 
rtP237H e rtN238T/D. O genótipo A2 apresenta um polimorfismo natural (rtR217), 
que diminui a eficácia do ADF. (ANGUS et al., 2003;  BARTHOLOMEUSZ, A.; 
LOCARNINI, S., 2006;  SCHILDGEN et al., 2006).  
A mutação descrita para resistência a Telbivudina é a rtM204I, associada 
ou não com mutações compensatórias rtL180M e rtL80I/V. Este medicamento é 
ineficaz em pacientes resistentes a Lamivudina, por apresentar resistência cruzada a 
este medicamento (LIAW et al., 2009;  TUMA; DIAZ, 2010). 
Para resistência do Tenofovir, é necessária a mutação rtA194T, onde 
resultados in vitro demonstraram uma sensibilidade viral reduzida com esta mutação 
(SHELDON et al., 2005). 
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13. MUTAÇÕES  
 
 
Já foi demonstrado em muitos estudos, que mutações no genoma do 
HBV, especificamente naS regiões Pré-S1, Pré-S2, EnhII, BCP e precore estão 
associadas com o desenvolvimento do HCC. Estas mutações incluem G1613A, 
C1653T na região do EnhII, T1753V e a dupla mutação A1762T/G1764A no 
promotor do core e as mutações G1896A e G1899A na região do precore (YIN et al., 
2011;  YUEN et al., 2008). 
As regiões Pré-S1 e Pré-S2 são regiões importantes para a interação com 
a resposta imune do hospedeiro. Modificações na região Pré-S apresentam-se 
comumente na forma de deleções. Estas modificações contribuem para uma 
resposta ineficiente do sistema imune podendo levar ao HCC (BRUIX; SHERMAN, 
2005;  CHEN, et al., 2006;  YEUNG et al., 2011;  YIN et al., 2010). 
A mutação G1896A, presente na região precore, altera o códon da 
proteína HBeAg para um códon de terminação para a tradução proteica, 
interrompendo assim, sua expressão. Contudo, a replicação viral ainda permanece, 
contribuindo para a progressão da doença hepática (BRUNETTO et al., 1990;  
CARMAN et al., 1989). 
A mutação G1899A, também localizada na região precore, esta associada 
com risco de 3,14 vezes maior para progressão ao HCC comparados com indivíduos 
sem a mutação em questão. Os mecanismos envolvidos nesta mutação ainda são 
desconhecidos (LIAO et al., 2012). 
A dupla mutação no BCP (A1762T e G1764A), responsável pelo bloqueio 
da transcrição do RNAm do precore e diminuição da síntese do HBeAg, está 
geralmente correlacionada como um fator de risco independente para o HCC. 
Significantes correlações com HCC também são encontras nas mutações C1653T e 
T1753V (LIAO et al., 2012). 
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As mutações T1753V (C/A/G), C1766T, T1768A, G1862T e G1899A na 
região do BCP e precore têm sido relatadas na associação com o aumento do 
fitness viral e redução da expressão do HBeAg in vitro e em alguns casos de 
associação com insuficiência hepática aguda (LIAO et al., 2012). 
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14. ESCAPE VACINAL 
 
 
O HBsAg é capaz de induzir resposta imune através da produção de um 
anticorpo neutralizante específico denominado anti-HBs. O HBsAg é utilizado para a 
produção de vacinas contra o HBV, pois possui em sua estrutura, o “determinante 
a”, um epítopo conservado do HBV, que inclui os aminoácidos 124 a 147, servindo 
de alvo para o anti-HBs e posteriormente um clareamento da infecção, já que a 
soroconversão do HBsAg para anti-HBs produz proteção cruzada contra todos os 
subtipos do HBV (WEBER, 2005). 
Mutações no e ao redor do determinante “a” do HBsAg não permitem o 
reconhecimento do anti-HBs. Tais mutações podem atrapalhar no diagnóstico da 
infecção, resultar em falha da vacina e ocasionar reativação em indivíduos 
previamente imunizados, sendo consideradas mutações de escape vacinal 
(SHELDON et al., 2006;  SHELDON; SORIANO, 2008;  WEBER, 2005). 
As mutações mais comuns do determinante “a” são as G145R e D144A. 
Outras mutações que conferem o escape vacinal são as mutações sM133I e 
sD144E. Inserções e deleções também podem ocorrer, conferindo o escape vacinal 
(PAWLOTSKY, 2005;  TORRESI, 2002;  ZANETTI et al., 1988). 
As mutações P120T e G145R causam respectivamente, as modificações 
rtT128N e rtW153Q na polimerase, por causa da sobreposição destes genes no 
genoma do HBV, onde a mutação causada pela G145R pode restaurar parcialmente 
o fitness dos vírus resistentes a Lamivudina. Outras mutações descritas no gene S 
são: sM198I, sS210R, sE164D, sS143L, D144E, Q129H e I/T126A. As mutações 
sF183C, sP120A e sT125A causam diminuição na ligação entre HBsAg e anti-HBs 
(AMINI-BAVIL-OLYAEE et al., 2010;  YEH, 2010). 
Devido a sobreposição dos genes da região S e polimerase do HBV, 
mutações no gene da polimerase podem levar a alterações no epítopo do HBsAg, 
impedindo a neutralização pelo anti-HBs, como no caso das mutação da polimerase 
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que conferem resistência a Lamivudina, rtV173l + rtM204V, e que modificam o gene 
S com as mutações sE164D + sI195M, conferindo o escape vacinal. A mutação 
rtA181T confere resistência a Lamivudina e a geração de um stop códon no HBsAg 
in vitro, impedindo a secreção do HBsAg e diminuindo o fitness viral. A mutação 
rtV207I causa a modificação sM198I no gene S e esta associada a diminuição da 
ligação com o anti-HBs (SUZUKI et al., 2003;  TORRESI, 2002). 
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15. ASSOCIAÇÃO ENTRE GENÓTIPOS, TRANSMISSÃO, MUTAÇÕES 
ESPECÍFICAS, HISTÓRIA NATUTAL E RESPOSTA AO TRATAMENTO 
 
 
Evidências se acumulam, sugerindo a associação dos genótipos com 
severidade das lesões hepáticas, soroconversão do HBeAg, carga viral e algumas 
mutações virais que possam afetar a história natural da doença hepática. O maior 
problema dos estudos envolvendo genótipos é que a maioria compara somente um 
genótipo ao outro devido à prevalência dos genótipos na localidade em estudo 
(SANCHEZ-TAPIAS et al., 2002;  TANGKIJVANICH et al., 2005). 
Muitos estudos demonstram que o genótipo C quando comparado ao B, 
possui uma maior taxa de complicações, incluindo cirrose e HCC. O genótipo B e o 
HCC estão relacionados a indivíduos com idade avançada, enquanto que o genótipo 
C está associado à incidência precoce de HCC. Em relação a outros genótipos, o D 
esta associado a uma maior taxa de mortes por complicações hepáticas quando 
comparados com os genótipos A e F (LIN; KAO, 2011). 
Pacientes infectados com genótipos A e B possuem maiores taxas de 
soroconversão do HBeAg para anti-HBe comparados com os genótipo C e D, 
respectivamente. Quando a soroconversão ocorre nestes últimos, tende-se a ser 
tardia. Tal fato poderia explicar a alta viremia em pacientes infectados pelo genótipo 
C, durante a maior parte de suas vidas, o que significa mais tempo para que ocorra 
a integração do HBV nos hepatócitos, aumentando a oportunidade de inflamação 
hepática e fibrose. A soroconversão tardia para anti-HBe no genótipo C poderia 
também explicar o fato dele possuir uma alta frequência de transmissão vertical. 
Segundo um estudo realizado no Alasca, gestantes infectadas pelo genótipo C, 
seriam provavelmente HBeAg positivas, o que acarretaria em um risco de 90% de 
seus filhos desenvolverem infecção crônica pelo HBV, e se a criança for do sexo 
feminino, estas quando adultas podem passar a infecção para seus descendentes, 
dando continuidade ao ciclo infectivo perinatal (LIVINGSTON et al., 2007a). 
63 
 
O Genótipo C possui uma alta frequência da dupla mutação do BCP 
(A1762T/G1764A), deleções na região Pré-S, e estão associados com elevados 
níveis de carga viral comparados com o genótipo B. O genótipo D possui uma alta 
prevalência da dupla mutação do BCP (A1762T/G1764A) comparado ao genótipo A 
(KAO et al., 2000;  LIN et al., 2007;  LIN et al., 2009;  SHARMA et al., 2010;  YU et 
al., 2005). 
A principal mutação do precore (G1896A) ocorre nos genótipos que 
possuem uma Timidina no nucleotídeo 1858, pois este irá parear com a Adenina no 
nucleotídeo 1896 em uma estrutura secundária denominada sinal ε, essencial para 
os processos de transcrição e montagem viral. No genótipo A e F2, o nucleotídeo 
1858 é normalmente Citosina, impedindo a seleção da mutação G1896A 
(MCMAHON, 2009) (Figura 15). 
 
 
Fonte: Adaptado de Schaefer, 2005. 
Figura 15: Representação da estrutura secundária do sinal de encapsidização mantido por 
pontes de hidrogênio. 
Variantes pertencentes aos genótipo A e F2 possuem normalmente no códon 15, uma citosina 
(C) no nucleotídeo 1858, impedindo a seleção da mutação G1896A, enquanto que os outros 
genótipos possuem uma Uracila (U) no nucleotídeo 1858, permitindo a seleção da mutação 
G1896A. nt= nucleotídeo; cod= códon. 
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A mutação G1896A na região precore, em comparação com os genótipos 
B e C, ainda não esta clara, contudo, parece ser mais frequente no genótipo C 
(YANG, H. I. et al., 2008). 
Pouco se conhece sobre o genótipo E e sua influência na progressão da 
doença, contudo, mutações precore e do promotor do core são encontradas com 
frequência neste genótipo (SUZUKI et al., 2003). 
Entre todos os genótipos, o genótipo G é o menos comum, sendo 
encontrado em pessoas coinfectadas com outro genótipo do HBV, em especial o 
genótipo A. Contudo, já foi reportada infecção pelo genótipo G sem coinfecção com 
outro genótipo (CHUDY et al., 2006;  KATO et al., 2002). 
Um estudo realizado no Alasca, envolvendo pacientes portadores e não 
portadores de HCC, sugeriu que o genótipo F do HBV esta associado com um 
mecanismo molecular diferenciado dos outros genótipos, onde pessoas infectadas 
por este genótipo apresentaram uma maior taxa de desenvolvimento de HCC em 
idade inferior aos genótipos A, C e D. Além disso, neste mesmo estudo, não foi 
encontrada uma associação entre a mutação do promotor do core no 
desenvolvimento do HCC no genótipo F, por ser encontrada em baixa escala, 
sugerindo que o genótipo F possua um mecanismo molecular diferenciado para o 
desenvolvimento de HCC. Na América do Sul, estudos realizados na Venezuela e na 
região da Amazônia Peruana associam a coinfecção do HDV e genótipo F do HBV 
com doença hepática mais severa, principalmente hepatite fulminante, contudo, 
ainda não está claro o mecanismo de ambos os vírus na severidade da doença 
(CASEY et al., 1996;  LIVINGSTON et al., 2007b;  QUINTERO et al., 2001). 
O genótipo H ainda não possui estudos em relação à evolução da doença 
hepática (ARAUZ-RUIZ et al., 2002). 
No que se diz respeito ao tratamento da Hepatite B crônica, pacientes 
tratados com IFN, a melhor resposta foram dos pacientes com genótipo A e B, 
quando comparados com os genótipos D e C respectivamente (JANSSEN et al., 
2005;  LAU et al., 2005;  PERRILLO et al., 1990;  WONG et al., 1993). 
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Existem muitas divergências a respeito do tratamento do HBV com os 
análogos de núcleo(t)sídeos. Chien e colaboradores (2003) reportaram uma 
resposta sustentada em pacientes tratados com Lamivudina infectados com o 
genótipo B do que C. Contudo, outros dois estudos realizados em Hong Kong não 
conseguiram encontrar uma correlação entre estes dois genótipos no tratamento 
com a Lamivudina. O surgimento de mutações de resistência a Lamivudina 
independem dos genótipos (A, B e C), contudo, diferenças entre os parâmetros 
mutacionais já foram relatadas, onde a mutação rtM204l foi mais frequente no 
genótipo D e a mutação rtM204V mais frequente no genótipo A (AKUTA et al., 2003;  
CHIEN et al., 2003;  PAPATHEODORIDIS et al., 2002;  ZOLLNER et al., 2004). 
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16. METODOLOGIA 
 
 
16.1 CASUÍSTICA 
 
 
As 60 amostras retrospectivas de soro de indivíduos monoinfectados pelo 
HBV foram provenientes do repositório do Laboratório de Retrovirologia da 
Universidade Federal de São Paulo. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo sob n° 72971 (Anexo 1). 
 
 
16.1.1    CRITÉRIO DE SELEÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
 
Foi realizado um levantamento de dados dos prontuários dos indivíduos 
monoinfectados pelo HBV com infecção crônica (HBsAg positivo por no mínimo seis 
meses) com ou sem tratamento antiviral no Centro de Controle de Doenças 
Imunológicas da Universidade Federal de São Paulo (CCDI/ UNIFESP). As amostras 
de plasma selecionadas estavam estocadas no depositório de amostras do 
Laboratório de Retrovirologia, sendo as mesmas coletadas dos pacientes entre o 
período de janeiro de 2008 a fevereiro de 2012. 
 
 
16.2 PURIFICAÇÃO DOS ÁCIDOS NUCLÉICOS 
 
 
A purificação dos ácidos nucleicos foi realizada com QIAamp DNA Blood 
Mini Kit (QIAGEN, VALENCIA, CA, USA). O procedimento se resume em extração 
do DNA-HBV a partir de 450µL de plasma, 45µL de proteinase K e 450µL de tampão 
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de lise (AL), onde são homogeneizados e colocados em um termobloco a 56°C por 
10 minutos. Posteriormente é adicionado 450µL de etanol absoluto, homogeneizado, 
e todo o volume é colocado em uma coluna com tubo coletor em duas etapas, 
devido à pequena capacidade de volume da coluna. A coluna é centrifugada por 1 
minuto a 8.000 rpm nas duas etapas e o líquido do tubo coletor é desprezado. Após 
isto é realizado o procedimento de lavagem com o tampão AW1, onde são 
adicionados 200µL na coluna e esta é centrifugada por 1 minuto a 8.000. O mesmo 
procedimento é realizado com o Tampão AW2, contudo, o tempo de centrifugação é 
de 3 minutos a 12.000 rpm. 
A eluição do DNA foi realizada com 60µL de tampão EB, onde o mesmo 
foi colocado na coluna com um tubo de 1,5mL identificado, centrifugado por 1 minuto 
a 8.000 rpm e armazenado em freezer -80C°. 
 
 
16.3 REAÇÃO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) 
 
 
Para amplificação do DNA-HBV, foi utilizada a estratégia descrita por 
Zhang e colaboradores (2007)  com algumas modificações. A estratégia consiste na 
amplificação do genoma quase completo do HBV por Reação em cadeia pela 
polimerase (PCR) de quatro fragmentos. Para completar a amplificação do genoma 
completo do HBV, foi utilizada uma estratégia descrita por De Castro, Niel e Gomes 
(2001),  que consistiu em uma PCR de duas etapas (Nested) (Figura 16). Para 
ambas as estratégias foram utilizados 10μL de DNA do HBV para todas as reações.  
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Fonte: Adaptado de Zhang et al (2007). 
Figura 16: Representação esquemática das estratégias utilizadas para amplificação do genoma 
completo. 
A figura demonstra os genes do HBV em caixas coloridas e os fragmentos amplificados por 
PCR em linhas pontilhadas com seus respectivos iniciadores e tamanho dos fragmentos em 
pares de bases (pb) 
 
 
As reações com os iniciadores descritos por Zhang e colaboradores 
(2007) foram realizadas no termociclador nas seguintes condições: 94°C durante 5 
minutos para ativação da DNA Taq Polymerase, seguido de 35 termociclos de 94°C 
para desnaturação das fitas de DNA, 55°C para o pareamento dos iniciadores e 
72°C para extensão das fitas, sendo utilizado o tempo de 1 minuto para cada 
temperatura. Para extensão final foi usada temperatura de 72°C por 10 minutos. Nas 
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reações descritas por De Castro, Niel e Gomes (2001), a primeira etapa consistiu 
nas seguintes condições: 94°C durante 1 minuto, 35 termociclos de 94°C, 52°C e 
72° no tempo de 1, 1 e 2 minutos, respectivamente, utilizando os iniciadores X1 e 
C2. Na segunda etapa, foram utilizados 10µL do produto da primeira etapa com 
iniciadores mais internos (C3 e X4) e as condições foram às mesmas com exceção 
da extensão das fitas onde foi utilizado o tempo de 1 minuto e 30 segundos. 
Devido à baixa sensibilidade da PCR do fragmento que compreende os 
iniciadores FA4-L e WA-R, foi realizado uma segunda estratégia de PCR nested 
para este fragmento. Na primeira etapa, foi realizada uma PCR com os iniciadores 
HBPr440 (STUYVER, L. et al., 2000) e F8R (RAMACHANDRAN et al., 2011). Na 
segunda etapa foram utilizados os iniciadores FA4-L e WA-R. As condições das 
PCRs foram às mesmas dos iniciadores descritos por Zhang e colaboradores (2007), 
com exceção do tempo de extensão das fitas de DNA da 1° etapa que foi de 2 
minutos (Figura 16). 
Também foi realizada uma segunda estratégia de PCR nested para os 
fragmentos que compreendem os iniciadores FA1-L/FA1-R e FA2-L/FA2-R, onde 
inicialmente foi feita uma reação de 1° etapa com os iniciadores WA-L e WA-R nas 
condições de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto e 30 segundos e 
72°C por 3 minutos (Zhang, 2007). Na segunda etapa foram utilizados os iniciadores 
FA1-L/FA1-R e FA2-L/FA2-R com as mesmas condições já descritas (Figura 16). 
As metodologias descritas apresentaram sensibilidade mínima para todos 
os fragmentos a partir de 1000 cópias, com exceção da primeira estratégia para o 
fragmento que compreende os iniciadores FA4-L e WA-R que apresentou 
sensibilidade mínima de 10.000 cópias. 
Foi realizada eletroforese, onde 5μL do produto da PCR foram aplicados 
em gel analítico de agarose a 1% diluído em TBE 0,5X, e os fragmentos acima 
foram visualizados por meio de fluorescência com Gel Red excitado por luz 
ultravioleta e documentados através da impressão digital de fotos. 
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16.4 PURIFICAÇÃO DOS PRODUTOS DA PCR 
 
 
Para purificação dos produtos da PCR foi utilizado o QIAquick PCR 
purification kit (QIAGEN, VALENCIA, CA, USA) de acordo com as instruções do 
fabricante, com exceção da etapa de eluição, onde foram adicionados 30µL. O tubo 
foi armazenado em freezer -20C°. 
Para visualização dos produtos purificados da PCR, foi realizado 
eletroforese em gel de agarose descrito acima, contudo, nesta eletroforese foi 
utilizado um padrão de massa molecular a fim de quantificar o DNA. Para as etapas 
posteriores, foi utilizada a concentração entre 80 e 120ng/µL. 
 
 
16.5 REAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO 
 
 
Foram realizadas duas soluções para o sequenciamento: na solução 1 
foram adicionados 2 μL do produto da PCR e 2 μL de água deioneizada. Na solução 
2 foram adicionados 1 μL do kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied 
Biosystems), 4 μL de de tampão 2,5X e 1 μL de um único iniciador na concentração 
de 5pm/μL. 
Na placa de sequenciamento, foram adicionados 4 μL da solução 1 e 6 μL 
da solução 2. Foi utilizada uma temperatura de ciclagem de 95ºC durante 20 
segundos, 50ºC durante 15 segundos e 60ºC durante 60 segundos, por 25 ciclos. 
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16.6 PRECIPITAÇÃO DA PLACA DE SEQUENCIAMENTO 
 
 
A precipitação da placa foi realizada para retirar o excesso de reativos e 
sais da reação de sequenciamento, onde foram adicionados 2µL de EDTA (25mM), 
2µL de acetato de sódio (3M) e 50μL de etanol absoluto em cada poço da placa 
contendo o produto da reação de sequenciamento. Esta foi coberta com selante, 
homogeneizada em agitador de placa e incubada por 15 minutos em repouso e 
protegida da luz. Após isto, a placa foi centrifugada por 35 minutos a 4.000 rpm, o 
sobrenadante foi desprezado e a placa foi centrifugada a 400 rpm invertida sobre 
papel absorvente por cerca de 15 segundos. 
Posteriormente, foram adicionados 55µL de etanol a 70% em cada poço, 
a placa foi coberta com selante e homogeneizada pelo agitador de placa e 
centrifugada por 15 minutos a 4.000 rpm. O sobrenadante foi desprezado por uma 
centrifugação com a placa invertida sobre papel absorvente pelo tempo de 1 minuto 
a 400 rpm 
A placa foi colocada no termobloco a 94ºC por 5 minutos para secar o 
etanol restante. Após esse procedimento, a placa foi armazenada em freezer a -
20ºC até o uso. 
No dia do sequenciamento, foram adicionados 15 μL de formamida (Hidi) 
em cada poço e realizada desnaturação no termobloco a 94ºC por 5 minutos. Foi 
realizado um choque térmico em gelo por 1 minuto e a placa colocada no 
sequenciador 3130 (Applied Biosystems). 
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16.7 EDIÇÃO E ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS 
 
 
As sequências obtidas na reação de sequenciamento foram editadas 
utilizando o programa Sequencher versão 4.2 (GENE CODES CORPORATION, 
ANN ARBOR, MI, USA). 
Posteriormente as sequências foram enviadas para o Blast 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para verificação de similaridade com as 
variantes do HBV. 
A análise das sequências, localização de mutações específicas, 
associadas à severidade da doença e resistência aos análogos núcleos(t)ídeos, 
foram realizadas com o programa  Bioedit Sequence Alignment versão 7.1.5 (HALL, 
1999). 
As abreviações utilizadas para descrever a localização das mutações no 
diversos aminoácidos foram: s = antígeno de superfície, tp = proteína terminal da 
polimerase, spacer = região espaçadora da polimerase, rt = transcriptase reversa 
(STUYVER, L. J. et al., 2001), BCP = promotor basal do core, pc = precore, EnhII = 
Enhancer II. Exemplo: rtM204V, refere-se a mutação de metionina (M) para valina 
(V) na posição 204 da transcriptase reversa (rt). 
Para estabelecer a definição dos subgenótipos, todas as sequências de 
nucleotídeos do genoma completo do HBV foram analisadas através da construção 
de uma árvore filogenética, onde foram alinhadas com sequências de referência que 
representam os subgenótipos obtidos a partir do banco do GenBank (Anexo 2) 
utilizando o programa CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997). As relações 
filogenéticas entre as sequências foram determinadas pelo algoritmo de Neighbor-
joining (NJ) do programa MEGA versão 4 (TAMURA et al., 2007) com base na 
estimativa de máxima verossimilhança. Análise de bootstrap com 1.000 repetições 
foi realizada no programa Simplot versão 3.5.1 (LOLE et al., 1999) para confirmar a 
confiabilidade da árvore.  
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16.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 
A frequência das diferentes variáveis, como os dados demográficos, 
bioquímicos, sorológicos, genótipos e mutações, bem como as médias e medianas 
foram calculadas utilizando o programa Minitab versão 16 (RYAN, 2012). 
 
 
17. RESULTADOS 
 
 
Das 60 amostras selecionadas neste estudo, não foi possível obter a 
amplificação de todos os fragmentos em 10 amostras. Das 50 amostras amplificadas 
e sequenciadas, foi possível obter 28 genomas completos do HBV e 11 amostras 
estavam viáveis para análise do HBsAg e o domínio da transcriptase reversa do 
gene da polimerase viral, enquanto que 11 não apresentaram boa qualidade no 
sequenciamento ou possuíam tamanho de fragmento insuficiente para análise 
(Figura 17). 
Das 39 amostras analisadas no presente estudo, sete estavam em 
tratamento, sendo que cinco foram sequenciadas o genoma completo e duas os 
genes do HBsAg e domínio da RT. 
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Figura 17: Fluxograma das amostras analisadas.  
HBsAg = Antígeno de Superfície do Vírus da Hepatite B, RT= Transcriptase reversa, PCR = 
reação em cadeia da polimerase. 
 
As características demográficas, carga viral, ALT e AST dos pacientes com e 
sem tratamento se encontram na tabela abaixo: 
 
Tabela 5: Características demográfica, carga viral, ALT e AST dos pacientes 
 
CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS, CARGA VIRAL E, ALT E AST DOS 
PACIENTES (n=39) 
 TRATAMENTO (n=7) SEM TRATAMENTO (n=32) 
Mediana de carga viral (log10) 5,16 4,48 
Média de ALT/AST (U/L) 65/42 38,8/30,2 
Média de idade (anos) 40,79 (20-70) 
Gênero masculino (%) 48,72% (n=19) 
 
ALT = Alanima Aminotransferase, AST = Aspartato aminotransferase, U/L = Unidades/Litro. 
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Onze pacientes eram HBeAg positivos (28,2%) e 28 HBeAg negativos 
(71,8%) e todos eram anti-HBs negativos. 
Dos 39 pacientes, sete (17,94%) estavam em tratamento, com uma média de 
tempo de 13 meses, sendo utilizados os diferentes esquemas: 3TC+TDF, ADV, ETV, 
3TC+ADF e TDF (Tabela 6). 
 
 
Tabela 6: Antivirais utilizados nos pacientes em tratamento com respectivo tempo de uso do 
antiviral.  
 
ID TRATAMENTO 
TEMPO DE 
TRATAMENTO 
603 3TC+TDF 11 MESES 
1128 ADV 6 MESES 
1293 ETV 2 MESES 
1338p ETV 42 MESES 
1436 3TC+ADF 4 MESES 
1863p TDF 9 MESES 
2210 TDF 16 MESES 
 
A letra “p” após o número do paciente indica que foi realizada análise parcial do genoma do 
HBV, sendo o restante, análise do genoma completo. 3TC = Lamivudina, ADV = Adefovir, ETV = 
Entecavir, TDF = Tenofovir, ID = Identificação dos pacientes. 
 
 
Os genótipos e subgenótipos das 39 amostras foram determinados por meio 
de análises filogenéticas utilizando 68 sequências de referências do GenBank, 
incluindo os recentes sugeridos genótipos I e J. Estes últimos só foram utilizados 
para análise do genoma completo, não sendo utilizados para análise do genoma 
parcial por se tratarem de recombinantes que envolvem regiões de recombinações 
além do HBsAg e RT.  
Para análise do genoma parcial, foram utilizados genomas com tamanho de 
1440pb, que compreendem parcialmente o gene S e o domínio da RT. 
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O genótipo A demonstrou ser o genótipo mais prevalente (51,3%, n= 20), 
seguido pelo genótipo D (25,6%, n=10), genótipo F (15,4%, n=6) e genótipo C 
(7,7%, n=3). 
Em relação aos subgenótipos, 19 pertenciam ao subgenótipo A1 (48,72%), 
uma amostra pertencia ao subgenótipo A2 (2,56%), três ao subgenótipo C2 (7,69%), 
uma ao D2 (2,56%), oito ao D3 (20,51%), uma ao D4 (2,56%) e seis ao F2 (15,38%). 
Não houve nenhuma evidência de recombinação entre os diferentes genótipos 
através da análise do bootscan (Figura 18 e 19). 
77 
 
 
Figura 18: Representação esquemática da análise filogenética das sequências que 
compreenderam o genoma completo do HBV. 
A árvore foi construída utilizando o método de Neighbor-Joining com o programa MEGA 
versão.4. Os círculos representam as sequências deste estudo. As sequências de referências 
estão indicadas com o número de acesso ao Genbank. 
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Figura 19: Representação esquemática da análise filogenética das sequências que 
compreenderam parcialmente o gene S e domínio da transcriptase reversa (1440pb). 
A árvore foi construída utilizando o método de Neighbor-Joining com o programa MEGA v.4. 
Os círculos representam as sequências deste estudo. As sequências de referências estão 
indicadas com o número de acesso ao Genbank. 
79 
 
Nenhuma das mutações primárias de resistência aos antivirais descritas na 
literatura foi encontrada nos pacientes com ou sem tratamento (Figura 20). Contudo, 
foi observada a presença de mutações compensatórias a Lamivudina, rtV207L/M 
(20,51%, n=8), ao Adefovir, rtQ215P (2,56%, n=1), rtP237T (15,38%, n=6) e 
rtN238T/D/S (25,64%, n=10), ao Entecavir, rtT184A (2,56%, n=1). 
Os padrões encontrados de mutações de resistência nos pacientes virgens de 
tratamento (n=10,47,61%) foram: rtQ215P+rtN238D (n=1), 
rtP237T+rtN238S+rtV207L (n=5), rtN238D (n=1), rtN238T (n=1), rtV207L (n=1), 
rtV207M (n=1). Nos sete pacientes em tratamento do estudo, três  (42,85%) 
apresentaram os seguintes padrões: paciente 603, tratado com Lamivudina e 
Tenofovir apresentou as mutações compensatórias relacionadas à resistência a 
Lamivudina e Adefovir (rtP237T+rtN238S+rtV207L); paciente 2210, tratado com 
Tenofovir, apresentou a mutação compensatória rtN238T, relacionada à resistência 
ao Adefovir; paciente 1338, tratado com Entecavir, apresentou a mutação 
compensatória rtT184A, relacionada a resistência ao Entecavir (Tabela 7). 
 
Tabela 7: Identificação dos pacientes, antivirais utilizados e respectiva mutações encontradas 
nos pacientes em tratamento com o respectivo antiviral e tempo de utilização. 
 
ID TRATAMENTO MUTAÇÕES 
TEMPO DE 
TRATAMENTO 
603 3TC+TDF 
rtP237T (ADF) + 
rtN238S (ADF) + 
rtV207L (3TC) 
11 MESES 
1338p ETV rtT184A (ETV) 42 MESES 
2210 TDF rtN238T (ADF) 16 MESES 
 
A letra “p” após o número do paciente indica que foi realizada análise parcial do genoma do 
HBV, sendo o restante, análise do genoma completo. 3TC = Lamivudina, ADV = Adefovir, ETV = 
Entecavir, TDF = Tenofovir, ID = identificação dos pacientes 
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Figura 20: Alinhamento parcial do domínio da transcriptase reversa da polimerase viral. 
Na figura, esta demonstrado o motivo YMDD e as principais posições onde ocorrem as 
mutações de resistência primária e o antiviral correspondente a cada mutação. Nenhuma 
destas mutações foi encontrada em nosso estudo. A letra “p” após o número de identificação 
do paciente indica que foi realizada análise parcial do genoma do HBV, sendo o restante, 
análise do genoma completo. O subgenótipo de cada sequência está demonstrado após o 
número de identificação do paciente. 3TC = Lamivudina, ADV = Adefovir, ETV = Entecavir, TDF 
= Tenofovir, LdT = Telbivudina. 
 
 
As principais mutações associadas ao escape vacinal não foram encontradas 
no presente estudo (Figura 21), contudo, foi possível encontrar outras mutações no 
e ao redor do determinante “a” no gene S associadas ao escape e à alteração da 
antigenicidade do HBsAg (Figura 22 e tabela 8) 
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Figura 21: Alinhamento parcial do HBsAg. 
Na figura, esta demonstrado as posições que compreendem o determinante “a” (aa 124 ao 147) 
e as posições onde ocorrem as principais mutações de escape vacinal. Nenhuma destas 
mutações foi encontrada em nosso estudo. A letra “p” após o número de identificação do 
paciente indica que foi realizada análise parcial do genoma do HBV, sendo o restante, análise 
do genoma completo. O subgenótipo de cada sequência está demonstrado após o número de 
identificação do paciente. 
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Figura 22: Representação gráfica das mutações associadas à alteração de antigenicidade do 
HBsAg. 
Os rótulos no interior das barras representam a quantidade de amostras com a determinada 
mutação. No topo, está demonstrada a porcentagem das mutações encontradas nas amostras. 
 
 
83 
 
Tabela 8: Mutações associadas à alteração da antigenicidade do HBV. 
 
ID  
TRATAMENTO HBsAg MUTAÇÕES HBsAg 
    
573 - POS sT143M 
1123 - POS sY100C+sV184A 
1196 - POS sR79H+sQ101R+sF134Y+sI110L+sA159G 
1203 - POS sF134Y+sA159G 
1209 - POS sF134Y+sA159G 
1221 - POS sF134Y+sA159G 
1240 - POS sF134Y+sA159G+sA128V 
1243 - POS sF134Y+sT118V+sA159G+sM198I+sP127T+sA128V 
1245 - POS sI110L+sT126I+sV184A 
1247 - POS sG130N 
1272 - POS sF134L 
1323 - POS sF134Y+sA159G 
1326 - POS sF134Y+sA159G+sC107W 
1478 - POS sF134Y+sA159G 
1495 - POS sF134Y+sA159G 
1539 - POS sI110L+sA159G+sM198I+sF183C 
1788 - POS sI110L+sA159G+sM198I+sF183C 
1789 - POS sF134Y+sG130N+sM198I 
1318 - POS sI110L+sA159G+sM198I+sF183C 
603 3TC+TDF POS sI110L+sA159G+sM198I+sF183C 
1128 ADV  POS sI110L+sT126I 
1293 ETV POS sL109V 
1436 3TC+ADF POS sI110L+sT126I 
2210 TDF  POS sW182stop+sC138R+sC147Y+sC149Y 
1222p - POS sI110L+sA159G+sF183C+sM198I 
1271p - POS sI110L+sA159G+sF183C+sM198I 
1338p ETV POS sY100C+sA159P 
1376p - POS sT143M 
912p - POS sY100C 
1314p - POS sY100C 
1380p - POS sY100C 
1863p TDF POS sY100C 
 
As mutações em negrito também representam variações de aminoácidos dos diferentes 
genótipos; a mutação sublinhada representa apenas mutação de alteração da secreção viral. A 
letra “p” após a identificação do paciente indica que foi realizada análise parcial do genoma do 
HBV, sendo o restante, análise do genoma completo. 3TC = Lamivudina, ADV = Adefovir, ETV = 
Entecavir, TDF = Tenofovir, ID = Identificação dos pacientes, POS = positivo. 
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Em relação às amostras com o genoma completo analisado, deleções de três, 
cinco e 11 aminoácidos na região Pré-S2 estavam presentes nas amostras 1209, 
1318 e 1789, respectivamente. Na região Pré-S1, a amostra 2210 possuía deleção 
de 81 aminoácidos e amostra 1789 possuía uma deleção de 74 aminoácidos (Figura 
23 e 24). 
 
 
Figura 23: Alinhamento completo da região Pré-S1. 
Na figura, esta demonstrado os códons de iniciação (dependente do genótipo), sítio de ligação 
do hepatócito (aa 21 ao 47), promotor do gene S (nt 3045 ao 3180) e CCAAT box (nt 3137 ao 
3141). Os pontos representam aminoácidos idênticos aos da sequência de referência (X02763). 
Os traços representam as deleções. Somente as deleções genótipo não dependentes estão 
selecionadas em vermelho. 
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Figura 24: Alinhamento completo da região Pré-S2. 
Na figura, esta demonstrado o códon de iniciação e o receptor de albumina sérica humana. Os 
pontos representam aminoácidos idênticos aos da sequência de referência (X02763). As 
deleções estão selecionadas em vermelho. 
 
 
Mutações associadas à progressão da doença hepática na região do 
promotor do core, precore e EnhII, também foram observadas. 
Na análise de todas as mutações no gene C das amostras amplificadas de 
genoma completo, foi possível verificar que 85,7% (n=24) possuíam alguma das 
mutações presentes na Figura 25. 
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Figura 25: Representação gráfica das mutações no gene C associadas à severidade da doença 
hepática nas regiões do promotor basal do core, precore e Enhancer II. 
Os rótulos no interior das barras representam a quantidade de amostras com a determinada 
mutação. No topo, está demonstrada a porcentagem das mutações encontradas nas amostras. 
BCP = promotor basal do core, EnhII = Enhancer II 
 
 
 Com relação ao promotor basal do core, foram observadas modificações nos 
nucleotídeos 1762 e 1764 e uma prevalência de 57,14% da dupla mutação 
A1762C/T+G1764A/T, sendo que em uma amostra, foi encontrado o padrão menos 
comum da dupla mutação (A1762C/G1764T) ao invés de A1762T/G1764A (Figura 
26). 
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Figura 26: Alinhamento completo do promotor basal do core (BCP). 
Os pontos representam aminoácidos idênticos aos da sequência de referência (X02763). As 
mutações são as letras. Em destaque, as posições mais descritas na literatura nesta região, 
1762 e 1764. 
 
 
Das amostras com a dupla mutação A1762C/T+G1764A/T no promotor basal 
do core, 37,5% (n=6) ocorreram no genótipo A, 31,25% (n=5) no genótipo D, 18,75% 
(n=3) no genótipo F e 12,5% no genótipo C (n=2). 
No que se refere à associação da dupla mutação (A1762C/T+G1764A/T) e o 
status HBeAg, 20 pacientes (71,4%) eram HBeAg negativos e destes, 14 possuíam 
modificações em ambos os nucleotídeos. Já em pacientes HBeAg positivos, que 
totalizam oito (28,6%), dois pacientes possuíam a dupla mutação. 
A mutação G1896A, localizada na região precore, foi encontrada com uma 
frequência de 46,4% (n=13) nas amostras analisadas. Na análise do nucleotídeo 
1858, foi verificado que todas as mutações G1896A ocorreram na presença do 
nucleotídeo T1858. Das amostras com a mutação G1896A, 76,9% (n=10) 
pertenciam ao genótipo D, 7,7% ao C, A e F (n=1 para cada genótipo) (Figura 27). 
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Figura 27: Alinhamento completo da região precore. 
Os pontos representam aminoácidos idênticos aos da sequência de referência (X02763). As 
letras representam as mutações. Em destaque a posição 1896, onde ocorre a principal 
mutação desta região. Para que ocorre a mutação G1896A, é necessário que o nucleotídeo 
1858, também em destaque, possua “T”. Todas as amostras com a mutação G1896A possuíam 
“T” na posição 1858. 
 
 
De todas as amostras com a mutação G1896A, 84,6% (n=11) possuíam 
status HBeAg negativo e somente 15,4% (n=2) eram HBeAg positivos. 
As mutações A1762C/T+G1764A/T e G1896A juntas, apresentaram uma 
frequência de 25% (n=7), sendo que todas apresentaram status HBeAg negativos. 
Das sete amostras, cinco pertenciam ao Genótipo D e as outras duas, ao A e F2. 
Na análise das mutações A1762C/T+G1764A/T e G1896A dos indivíduos sem 
tratamento, comparando os valores de ALT, AST, carga viral e idade, temos a 
seguinte tabela: 
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Tabela 9: Comparação dos valores de idade, ALT, AST e carga viral dos pacientes sem 
tratamento com as mutações do promotor basal do core e região precore. 
MUTAÇÃO 
 A1762C/T 
G1764A/T 
(N=5)  
G1896A 
(N=5) 
 A1762C/T 
G1764A/T 
G1896A 
(N=7) 
IDADE (ANOS) 33,6 33 46,7 
ALT (U/L) 49,6 18,4 28,14 
AST (U/L) 41 19,4 28,71 
CARGA VIRAL 
(CÓPIAS/ML) 
7XLOG10 4,22XLOG10 5,3XLOG10 
ALT = Alanina aminotransferase; ASt = aspartato aminotransferase; mL = 
mililitros. 
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18. DISCUSSÃO 
 
 
Foram avaliados neste estudo os genótipos do HBV, assim como as 
modificações que pudessem estar relacionadas com resistência aos diferentes 
antivirais e ao escape vacinal nas sequências de genomas completos e parciais 
(n=39). Adicionalmente, deleções na região Pré-S e mutações associadas à 
progressão da doença hepática no gene C foram analisadas nas sequências de 
genomas completos (n=28). 
 
 
18.1 GENÓTIPOS E SUBGENÓTIPOS 
 
 
A distribuição dos genótipos encontrada em nosso estudo está de acordo com 
os de outros autores, onde o genótipo A demonstrou ser o mais prevalente (51,3%), 
seguido pelo D (25,6%), F (15,4%) e C (7,7%). Este fato pode ser explicado pelo 
contexto histórico da colonização e imigração da população brasileira por três 
principais povos: africanos, europeus e ameríndios, bem como a vinda de pessoas 
da região Norte para o Sudeste em busca de melhores condições de vida 
(ALCALDE et al., 2009;  FERREIRA et al., 2009;  MELLO et al., 2007;  VICTORIA et 
al., 2008). 
No período de colonização, o comércio brasileiro baseava-se na produção 
extrativista, agrícola e mineral tendo o trabalho escravo como principal mão de obra. 
A forte imigração dos escravos provenientes da África no período colonial explica a 
alta prevalência do subgenótipo A1, de origem africana, na população brasileira 
(LEVY, 1974). 
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Os genótipos A1 e E, são genótipos de origem africana, contudo, somente o 
genótipo A1 foi introduzido em nosso país. A ausência do genótipo E poderia ser 
explicado pelo seu aparecimento relativamente recente a partir de meados do século 
XIX, período este em que a escravidão foi abolida (MELLO et al., 2007;  MULDERS 
et al., 2004). 
Após a proibição do trabalho escravo no Brasil, o governo incentivou a mão-
de-obra européia qualificada devido à expansão cafeeira em São Paulo. Este evento 
imigratório causou um grande fluxo de imigrantes europeus, incluindo espanhóis, 
italianos e alemães, tendo o estado de São Paulo como principal destino. Este 
evento de imigração européia seria o grande responsável pela presença do genótipo 
D em nosso país (LEVY, 1974;  MELLO et al., 2007). 
Em nosso estudo, o genótipo D, de origem européia, apresentou uma 
prevalência de 25,6%, com uma variação intragenotípica de três subgenótipos: D2 
(2,56%), D3 (20,51%) e D4 (2,56%). 
A presença de uma amostra com genótipo A2 também pode refletir um 
contexto imigratório na população, já que o genótipo A2 é um genótipo comum de 
ser encontrado no Norte da Europa (LIN; KAO, 2011). 
 Muitas populações indígenas foram levadas a extinção no período colonial no 
Brasil, seja pela utilização de armas pelos europeus, contágio de doenças ou 
expansão da urbanização ao longo do tempo. Tais medidas fizeram com que os 
índios se refugiassem em localidades isoladas do restante da população, contudo, 
há uma miscigenação destas populações, sendo mais expressivo na região Norte 
(FUNAI, 2013).  
O genótipo F é característico da população indígena da América, e no Brasil é 
mais comum em populações indígenas isoladas (BLITZ et al., 1998). 
Em nossas análises verificamos que o genótipo F2 foi o terceiro mais 
prevalente, representando 15,4% (6/39) das amostras. A presença do genótipo F 
nesta região pode ser um dado epidemiológico importante, pois este genótipo é 
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encontrado principalmente na região Norte e pode vir a se espalhar em outras 
localidades, como já foi constatado em outras cidades na região Sudeste e Sul do 
Brasil. Isto pode ser explicado pela migração de pessoas da região Norte que 
buscam melhores condições de saúde, trabalho e moradia na cidade de São Paulo 
(CARRILHO et al, 2004; MELLO et al, 2007). 
A frequência relativa do genótipo F na América Latina indica um possível grau 
de miscigenação com a população indígena. A Venezuela e Colômbia, por exemplo, 
apresentam uma maior prevalência deste genótipo, onde a maior contribuição 
genética da população analisada pelo DNA mitocondrial é de origem ameríndia, 
enquanto que no Brasil, a contribuição ameríndia no DNA mitocondrial é de apenas 
33%, tendo a região Norte como maior contribuição (54%) do que as outras regiões, 
onde predominam a contribuição africana seguida da européia, com exceção da 
região Sul, onde a contribuição européia é maior. Tais fatos elucidam uma menor 
prevalência do genótipo F no Brasil em relação a seus países vizinhos e uma maior 
prevalência do genótipo F na região Norte do Brasil, onde há uma maior frequência 
de populações indígenas (ALVES-SILVA et al., 2000;  BAENINGER, 2005;  
BEDOYA et al., 2006;  CARRILHO et al., 2004;  DEVESA; PUJOL, 2007;  MELLO et 
al., 2007;  TELES et al., 1999) 
O genótipo C teve uma prevalência de 7,7% (3/39) em nosso estudo. Trata-se 
de um genótipo de origem asiática, e no Brasil, sua presença está associada com 
indivíduos de origem ou descendência asiática provavelmente devido à forte 
imigração asiática ocorrida a partir do início do século XX, tendo São Paulo, a cidade 
com maior número de imigrantes asiáticos do Brasil. Nosso trabalho relatou este 
genótipo em três pacientes, sendo dois deles de descendência asiática. O crescente 
aumento da população asiática na cidade de São Paulo pode levar a um aumento da 
prevalência do genótipo C, o que poderia ser interpretado como um pior prognóstico, 
pois este genótipo possuí uma maior tendência para cronicidade, maior tempo para 
soroconversão do HBeAg com maiores probabilidade de transmissão vertical, 
mutações precore, promotor do core e deleções na região Pré-S, além do aumento 
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das lesões hepáticas com maiores chances de progressão a cirrose e HCC (LIN; 
KAO, 2011;  SASAKI, 2006;  SITNIK et al., 2004).  
Os diferentes genótipos do HBV são provenientes de variações de 
aminoácidos selecionados ao longo do tempo que permanecem estáveis e se 
perpetuam, enquanto que mutações são selecionadas por pressões seletivas 
provenientes do tratamento antiviral, vacina, imunoglobulinas e resposta imune do 
hospedeiro (WEBER, 2005).  
No entanto, estas variações de aminoácidos, característicos de cada 
genótipo, como substituições nos resíduos 110, 114, 118, 122, 127, 131, 134, 140, 
143, 158, 159 e 161, podem afetar a antigenicidade do HBV, incluindo a detecção do 
mesmo por testes sorológicos, resposta imune do hospedeiro e eficácia da vacina, 
explicando a diferença de antigenicidade entre os diferentes genótipos (MAGNIUS; 
NORDER, 1995;  SVICHER et al., 2011). 
Em um trabalho realizado por Sugiyama e colaboradores (2006), ao 
quantificar níveis de expressão das proteínas virais por meio de cultura celular em 
plasmídeos contendo as sequências dos genomas completos do HBV, 
demonstraram um maior nível de detecção do HBsAg e HBeAg no genótipo A do 
que nos genótipos B, C e D, sugerindo uma melhor eficiência de transcrição no 
genótipo A do que nos demais genótipos (SUGIYAMA et al., 2006). 
 
 
18.2 RESISTÊNCIA 
 
 
A utilização de análogos núcleos(t)ídeos no tratamento da hepatite B têm 
funcionado com eficácia, reduzindo significantemente o risco de cirrose e HCC e 
mortalidade (ZOULIM; LOCARNINI, 2009). 
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A eficácia no tratamento da Hepatite B depende de muitos fatores, como 
adesão do paciente ao tratamento, tratamento prévio com outros análogos, 
exposição inadequada à droga em relação as suas propriedades farmacológicas 
com relação à genética do paciente e infecção com variantes resistentes (ZOULIM; 
LOCARNINI, 2009) 
O desenvolvimento de resistência aos antivirais tem inicio com a seleção de 
variantes com mutações no gene da Polimerase viral, com posterior aumento do 
número de vírus circulantes (breakthrough viral), seguido do aumento de ALT 
(breakthrough bioquímico) e progressão da doença hepática (LOK; MCMAHON, 
2007) 
De acordo com os resultados, nenhuma mutação de resistência aos antivirais 
foi encontrada nos pacientes com ou sem tratamento. Contudo, foi observada a 
presença de mutações compensatórias a Lamivudina (rtV207L/M) e ao Adefovir 
(rtQ215P, rtP237T e rtN238T/D/S) nos indivíduos virgens de tratamento. Estas 
mutações têm sido observadas em pacientes com resistência a Lamivudina e ao 
Adefovir, no entanto, somente as mutações rtV207I e rtP237H foram analisadas em 
ensaios fenotípicos. A mutação rtN238S, também esta relacionada à resistência ao 
Adefovir, porém, também não há ensaios fenotípicos acerca desta mutação 
(MAHABADI et al., 2013;  NGUYEN et al., 2009) 
Mutações na posição 125 do domínio da RT no gene da Polimerase viral têm 
sido observadas em pacientes com resistência a Lamivudina e Adefovir. Contudo, 
Amini-Bavil-Olyaee e colaboradores (2009), analisando as mutações Q215H/P/S em 
ensaios fenotípicos in vitro, concluíram que estas mutações não alteram o fitness 
viral em comparação com a variante selvagem e com mutações de resistência a 
Lamivudina e ao Adefovir, podendo ocorrer ao acaso, sem necessidade de pressão 
exógena (AMINI-BAVIL-OLYAEE et al., 2009;  BARTHOLOMEUSZ, A.; LOCARNINI, 
S. A., 2006;  GHANY; LIANG, 2007). 
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Nos pacientes em tratamento, mutações estiveram presentes nos seguintes 
padrões: rtP237T+ rtN238S+ rtV207L, rtN238T e rtT184A, sendo os mesmos 
tratados com Lamivudina+Adefovir, Adefovir e Entecavir, respectivamente. 
Um paciente em tratamento com Entecavir apresentou a mutação 
compensatória a este antiviral (rtT184A). Outras mutações nesta posição 
(rtT184S/G) não interferem na resposta ao tratamento na ausência de mutações 
primárias (TENNEY et al., 2004). 
 Apesar do discreto número de amostras, a ausência de resistência 
transmitida em nosso estudo indica que a população estudada pode apresentar uma 
boa resposta ao tratamento. 
Atualmente, há um grande interesse no estudo da real importância das 
mutações de resistência que ocorrem nas populações virais minoritárias 
(quasispecies). A identificação de resistência aos antivirais no HBV é principalmente 
realizada por amplificação por PCR e sequenciamento pelo método de Sanger, cuja 
sensibilidade de detecção das quasispecies é em torno de 20%, não sendo possível 
medir a frequência de cada mutação e determinar a combinação destas mutações. 
Uma alternativa para este problema seria a clonagem, contudo, para detecção das 
quasispecies presentes em 1%, seria necessário realizar 100 clones, o que 
acarretaria em grandes custos e tempo. Com as novas tecnologias de 
sequenciamento de novas geração, as quasispecies podem ser detectadas e 
quantificadas na combinação correta (RODRIGUEZ-FRIAS et al., 2012;  SHELDON 
et al., 2006;  SIMEN et al., 2009;  TSIBRIS et al., 2009;  WANG et al., 2007;  
ZOULIM; LOCARNINI, 2009). 
Na infecção pelo HIV, esta abordagem já tem sido utilizada, revelando 
populações minoritárias resistentes aos antivirais com uma maior sensibilidade 
(<1%), auxiliando nos tratamentos subsequentes por impedir que se utilize um 
antiviral que não vai ser útil em um determinado tempo (RODRIGUEZ-FRIAS et al., 
2012). 
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18.3 ESCAPE VACINAL 
 
 
Desde a implantação dos programas de vacinação ao redor do mundo, a 
infecção pelo HBV tem diminuído substancialmente, assim como a prevalência de 
HCC (HSU et al., 2004;  NI et al., 2001). 
A vacina contra o HBV consiste em uma vacina recombinante derivada do 
HBsAg, responsável por imunizar cerca de 95% dos vacinados.  Os anticorpos (anti-
HBs) são produzidos e direcionados a um epítopo conservado formador de alças 
externas na proteína S, denominado determinante “a” (aa 124 ao 147), localizado na 
Região Hidrofílica Maior (MHR), que inicia do aminoácido 99 ao 169. Mutações no 
determinante “a” e ao seu redor, são capazes de alterar a antigenicidade do HBsAg, 
dificultar o reconhecimento de epítopos pelos linfócitos e a ligação com os 
anticorpos neutralizantes, podendo criar diversos fenômenos de importância clínica 
como: reativação da infecção em pessoas imunizadas pelo contato viral, falha da 
vacina em pessoas já imunizadas pela mesma, falha na detecção viral em testes 
sorológicos que utilizam anticorpos direcionados ao determinante “a” e aqueles 
imunizados passivamente com imunoglobulinas (SHELDON et al., 2006;  SHELDON; 
SORIANO, 2008;  WALLACE; CARMAN, 1997;  WEBER, 2005). 
Embora nosso estudo não possua dados referentes à vacinação dos 
pacientes, as principais mutações relacionadas ao escape vacinal, como a sG145R, 
não foram encontradas. No entanto, outras mutações descritas na literatura têm sido 
associadas ao escape imunológico, vacinal e a redução da secreção viral e do 
HBsAg  foram encontradas  com uma prevalência de 82%  em nosso estudo (n=32). 
Contudo, se não levarmos em consideração as substituições características dos 
genótipos, temos uma prevalência de 59% (n=23). 
Araújo e colaboradores (2009) sugerem que a mutação sP127T é uma 
variação natural de variantes de genótipo D e que estes polimorfismos naturais em 
posições não conservadas podem influenciar na detecção do HBsAg em testes 
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sorológicos. Sua análise corrobora nossos achados referentes a esta variação no 
genótipo D, onde a sequencia que possuía essa modificação, pertence ao genótipo 
D (ARAUJO et al., 2009). 
As mutações A128V e sG130N estão localizadas no determinante “a” e são 
capazes de alterar a antigenicidade do HBsAg, sendo associadas ao escape vacinal. 
Larralde e colaboradores (2012) encontram a tripla mutação sT118V/P127T/A128V 
em uma sequência do vírus de um paciente que possuía baixos níveis de HBsAg 
detectados por testes comerciais e não detecção do HBsAg in vitro com proteínas 
recombinantes. Em nosso estudo, a tripla mutação foi encontrada em uma 
sequência viral de um paciente. Substituições nas posições sT118 e sP127 estão 
associadas em falha de diagnóstico pela detecção do HBsAg em testes comerciais. 
Contudo os efeitos clínicos destas duas mutações ainda não estão claros na 
literatura (BROJER et al., 2006;  CARMAN et al., 1997;  COOREMAN; LEROUX-
ROELS; PAULIJ, 2001;  LARRALDE et al., 2012;  OZASLAN et al., 2007;  SAYINER 
et al., 2007). 
Estudos realizados no Brasil, Venezuela e Espanha associaram a mutação 
Y100C com fenótipo HBsAg negativo na infecção oculta pelo HBV. Contudo, em 
nosso estudo, todos os pacientes possuem status HBsAg positivo, inclusive seis 
pacientes infectados com vírus que possuem esta mutação. Um estudo realizado na 
Argentina corrobora nosso achado a respeito do status HBsAg, onde a sequencia de 
um vírus de um paciente positivo para  HBsAg e anti-HBs também apresentou a 
mutação sY100C (ARAUJO et al., 2008;  AVELLON; ECHEVARRIA, 2006;  
GUTIERREZ et al., 2004;  MOTTA-CASTRO et al., 2008;  MOTTA et al., 2010). 
Yong-lin e colaboradores (2012) sugerem que a mutação sQ101R, presente 
em uma sequência de um paciente em nossas análises, pode estar associada com 
alteração da antigenicidade do HBsAg. Outro trabalho associou esta mutação 
juntamente com a mutação sR122P, não encontrada em nossos achados, com uma 
forte diminuição na detecção do HBsAg. Sayiner e colaboradores (2008) encontram 
outra mutação nesta posição, sQ101H, juntamente com outras mutações (sS143L, 
sS117N, sT118R e sP120Q) em um infectado sem tratamento que foi previamente 
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imunizado pela vacina (SAYINER; OZCAN; SENGONUL, 2008;  SVICHER et al., 
2012;  YONG-LIN et al., 2012). 
Todas as cisteínas localizadas no determinante “a” são importantes no 
processo de secreção viral. Nossos dados evidenciaram a mutação sC107W, ainda 
não descrita na literatura. Contudo, pode-se tratar de uma importante mutação pois 
ocorre em uma cisteína conservada, responsável por realizar ligações de pontes de 
dissulfeto. Na amostra 2210, foi possível verificar mutações em três cisteínas no 
determinante “a’ (sC138R, sC147Y e sC149Y). Mangold  e colaboradores (1995), 
analisando mutações sitio dirigidas nas cisteínas conservadas do HBsAg para 
avaliar montagem, secreção e antigenicidade, relataram uma brusca diminuição da 
secreção viral nas variantes com mutações nas posições sC107 e sC138, enquanto 
que mutações na posição sC147 não alteraram a antigenicidade. Contudo, 
mutações nas posições sC147 e sC149 distorcem fortemente o determinante “y” 
(MANGOLD et al., 1995). 
A mutação sL109V, presente em uma sequência viral de nosso estudo, 
também pode estar associada ao escape vacinal, contudo, a mutação mais comum 
nesta posição é a sL109I (ROQUE-AFONSO et al., 2007;  SAYAN et al., 2010). 
Algumas mutações que não estão localizadas no MHR também podem levar a 
uma diminuição na ligação de anticorpos, como no caso da sF183C, que diminui a 
ligação do determinante “a” com seu anticorpo específico, segundo um estudo 
realizado em Singapura.  Esta mutação esteve presente em seis pacientes em 
nosso estudo, todos do genótipo F. No mesmo estudo realizado em Singapura, a 
mutação sV184A também está associada a diminuição da ligação do anti-HBs e está 
presente em duas amostras em nosso estudo (CHONG-JIN et al., 1999). 
Mutações no gene S podem ser selecionadas pela terapia com Lamivudina 
pelo fato de mutações de resistência aos antivirais ocorrerem no gene da polimerase 
e este se sobrepor ao gene S. Algumas destas mutações, como sI195M, sW196S e 
sM198I afetam uma região do HBsAg que consiste em duas alfa hélices separadas 
por uma ponte dissulfeto que formam uma curva, podendo alterar a ligação com o 
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anti-Hbs sem alterar a montagem da partícula e o brotamento do vírus. Em nosso 
trabalho foi possível detectar a mutação sM198I em oito pacientes, cuja modificação 
no gene da polimerase é a rtV207M/L e estão associadas à resistência a 
Lamivudina, embora a mutação mais comum descrita na literatura seja rtV207I. 
Apenas uma sequência com a mutação sM198I/rtV207L estava presente em um 
paciente em tratamento com Lamivudina e Tenofovir (CHEN et al., 1996). 
A mutação sW182 gera um códon de terminação prematuro no HBsAg. Esta 
mutação está associada à progressão da doença hepática em pacientes coreanos e 
ao escape vacinal (LEE et al., 2012;  SAYAN et al., 2010). 
As Modificações sF134Y/L/I e sI110L estão relacionadas ao escape vacinal e 
foram encontradas em 12 e dez amostras respectivamente. Contudo, Araújo e 
colaboradores (2009) sugerem que estas modificações ocorrem em posições não 
conservadas nos diferentes genótipos e possam alterar a antigenicidade do HBsAg 
em testes sorológicos (ARAUJO et al., 2009). 
A mutação sT126I, possivelmente está relacionada à alteração da 
antigenicidade em variantes de genótipo C com piores resultados clínicos em um 
estudo realizado por Ren e colaboradores (2006). Contudo, a estrutura 3D ou 
programas de análise da estrutura da proteína não foi determinada para reforçar 
esta hipótese. Em nosso estudo, todas as amostras com esta mutação pertenciam 
ao genótipo C (REN et al., 2006). 
A combinação de mutações sF134Y, sI110L e sT126I já foi identificada em 
pacientes com Hepatite B Oculta. Apesar de estas três mutações estarem presentes, 
elas não foram encontradas juntas em nenhuma das sequências virais, apenas as 
mutações sI110L e sT126I permaneceram juntas em três amostras (KATSOULIDOU 
et al., 2009;  MENDY et al., 2008). 
A mutação sA159G esteve presente em 43,58% e está associada a uma 
diminuição da antigenicidade, secreção do HBsAg e montagem viral (WU et al., 
2010). 
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Em nossos achados, foi possível identificar a mutação sR79H. Esta mutação 
foi encontrada em outro estudo juntamente com sP120S, sE164D, sL173F, sI195M, 
sY206F e prejudica a secreção e o fitness viral, contudo, em nosso estudo, a 
amostra 1196, portadora desta mutação, parecia capaz de replicar-se, levando em 
consideração sua cara viral (5,7xlog10 copias/mL) (KALININA et al., 2001). 
Apesar de nosso estudo não possuir dados referentes à vacinação dos 
pacientes, nossos dados evidenciam mutações encontradas nas sequências do 
gene do HBsAg.  
As principais mutações de escape vacinal não foram encontradas, contudo, 
outras mutações relacionadas ao escape, secreção e alteração de antigenicidade do 
HBsAg a respeito da detecção em testes sorológicos, estiveram presentes. Estas 
mutações ocorreram em posições que determinam os diversos genótipos do HBV, o 
que talvez possa explicar a diferença de antigenicidade entre eles, principalmente a 
respeito da detecção em testes sorológicos, onde há uma diferença nos níveis de 
detecção nos diferentes genótipos (SUGIYAMA et al., 2006). 
Pelo fato dos genes do HBsAg e RT se sobreporem e as mutações de 
resistência a Lamivudina afetarem negativamente o HBsAg e sua antigenicidade a 
ponto de que não seja reconhecido pelo anti-HBs,  a ausência de variantes de 
resistência a Lamivudina e as principais mutações de escape vacinal, em uma 
determinada população, como no presente estudo,  pode representar um bom 
prognostico pelo fato de que estas variantes não são capazes de infectar 
persistentemente os indivíduos já imunizados pela vacina (YEH, 2010). 
O gerenciamento do tratamento com a Lamivudina deve ser cauteloso, pois 
apesar de ser um medicamento de fácil posologia e bem tolerado, sua baixa barreira 
genética seleciona variantes resistentes com mutações de escape vacinal em curtos 
períodos de tempo, o que poderia representar um grave problema de saúde pública. 
Em Taiwan, por exemplo, acima de 28% das crianças infectadas estão com 
variantes de escape vacinal. Estima-se ainda que, estas variantes com mutações 
relatadas ao escape vacinal tornem-se quasispecies dominantes mundialmente 
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(CASTELO FILHO, 2009;  HSU et al., 1999;  VAN LEEUWEN et al., 1995;  
VILLENEUVE et al., 2000;  WILSON; NOKES; CARMAN, 2000). 
 
 
18.4 DELEÇÕES NA REGIÃO PRÉ-S 
 
 
A região Pré-S é localizada na porção 5’ do gene S e é divida em Pré-S1 e 
Pré-S2.  Modificações na região Pré-S são mais relatadas na forma de deleções, e 
têm sido encontradas em estágios avançados da doença hepática (FAN et al., 2001) 
Modificações em ambas as regiões têm sido reportadas em causar produção 
exacerbada e acúmulo da proteína Pré-S1 do HBV no reticulo endoplasmático, 
resultando em estresse celular, podendo danificar o DNA e a estabilidade genômica, 
tendo um papel importante no desenvolvimento da Hepatocarcinogênese (HSIEH et 
al., 2004). 
 
Estudos evidenciaram através de deleções sitio-dirigidas nas regiões Pré-S1 
e Pré-S2, que a proteína Pré-S1 apresenta um papel crucial no processo de 
infectividade viral, enquanto que a proteína Pré-S2 apresenta um papel dispensável. 
Em nossas análises as deleções que envolvem as amostras, 2210 e 1789, 
apresentaram perda do códon de iniciação para a leitura da proteína (ATG) nas 
regiões Pré-S1 e Pré-S2, respectivamente, podendo levar a não expressão das 
destas proteínas. As deleções na região Pré-S1 também envolvem o sitio de ligação 
ao hepatócito (resíduo 21 ao 47), tendo a amostra 2210, uma deleção completa do 
sítio e a amostra 1789 uma deleção parcial, com somente 21 dos 26 aminoácidos 
necessários, esta ultima amostra, também apresentou um códon de terminação da 
leitura proteica na posição 43, o que talvez poderia gerar uma infectividade 
inefeciente destas variantes (LE SEYEC et al., 1998; LE SEYEC et al., 1999). 
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O gene S possui um promotor importante para a síntese das proteínas Pré-
S1, Pré-S2 e HBsAg, além do CCAAT box. (BOCK et al., 1999;  XU; JENSEN; YEN, 
1997).  
Bock e colaboradores (1999), através de mutações e deleções sitio-dirigidas 
no promotor do gene S e CCAAT Box, demonstraram que variantes com deleções e 
mutações nestas regiões podem desregular a expressão das proteínas do envelope 
e gerar um acúmulo das mesmas reticulo endoplasmático, podendo induzir um 
estresse celular e auxiliar o desenvolvimento de HCC. Em nossa análise a amostra 
2210 apresentou uma deleção parcial e a amostra 1789, deleção completa do 
promotor incluindo o CCAAT box. Tem sido sugerido, que variantes com deleções 
no gene Pré-S1, circulam com populações virais do tipo selvagem para compensar o 
defeito na expressão da proteína Pré-S1 e manter a viabilidade do ciclo replicativo 
viral. Para elucidar tal hipótese, seria necessária uma metodologia que abordasse 
todas as populações virais, como as novas tecnologias de sequenciamento (BOCK 
et al., 1999;  MELEGARI; BRUNO; WANDS, 1994). 
No gene Pré-S2, além da amostra 1789, foram encontradas deleções nas 
amostras 1318 e 1209, de cinco e três nucleotídeos, respectivamente. As deleções 
envolvidas nestas ultimas duas amostras, estavam localizadas no receptor de 
albumina sérica humana. A amostra 1789 não possuía deleções nesta região. 
Contudo, o principal papel desta região ainda não está claro e necessita de mais 
estudos (BOCK et al., 1999). 
Em todas as regiões do genoma do HBV, a região Pré-S é a que mais 
apresenta deleções, sendo estas, dependentes de genótipos ou não. Isto se dá pelo 
fato da região Pré-S se sobrepor com a região espaçadora da polimerase viral, cuja 
função é desconhecida ou inexistente, permitindo uma maior variação do gene que a 
sobrepõe (Pré-S) (GERKEN et al., 1991;  NAKAJIMA et al., 1994).   
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18.5 GENE C 
 
 
Já foi demonstrado na literatura que mutações ao longo do genoma do HBV 
estão associadas a um maior risco de severidade da doença hepática. Estas 
mutações ocorrem no EnhII, promotor basal do core  e precore (YIN et al., 2011;  
YUEN et al., 2008). 
Na análise das amostras de genoma completo, de todas as mutações no 
gene C analisadas neste estudo, foi possível verificar que 85,7% (24/28) das 
amostras possuíam alguma das mutações descritas na literatura, incluindo as mais 
conhecidas e recentes.  
Mutações no promotor do core incluem a dupla mutação A1762T/G1764A, e 
estão relacionadas a uma maior predisposição no desenvolvimento do HCC em 
estudos prospectivos. Contudo, esta dupla mutação também está associada a 
pacientes com Hepatite Fulminante e em menores casos, portadores inativos (YIN et 
al., 2011). 
De acordo com os resultados apresentados em nosso estudo, a dupla 
mutação do promotor do core foi encontrada com uma prevalência significativa 
(57,14%). Esta dupla mutação é capaz de restaurar a atividade replicativa viral, e 
esta associado a uma diminuição da expressão do HBeAg e em nosso estudo 
esteve em maior frequência nos pacientes HBeAg negativos (14/20) do que nos 
positivos (2/8), o que corrobora com outros estudos. A presença desta dupla 
mutação em pacientes HBeAg positivos é menos comum, mas já foi relatada em 
diversos estudos, assim como no presente estudo (CHONG-JIN et al., 1999;  LIU, S. 
et al., 2009). 
A mutação mais importante na região precore é a mutação no códon 28, na 
posição 1896, de guanina para adenina (G1896A), gerando um códon de terminação 
de leitura, interrompendo assim, a tradução do HBeAg. Esta mutação é capaz de 
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restaurar a atividade replicativa viral e esta associada a um pior prognóstico da 
doença, inclusive em pacientes anti-HBe positivos (FAROOQUI et al., 2011). 
Esta mutação ocorre exclusivamente nos genótipos que possuem T1858, pois 
este irá parear com a Adenina no nucleotídeo 1896 em uma estrutura secundária 
denominada sinal ε, essencial para os processos de transcrição e montagem viral. 
No genótipo A e F2, o nucleotídeo 1858 é geralmente Citosina, impedindo a seleção 
da mutação G1896A. Em nossas análises, a mutação G1896 foi encontrada com 
uma maior frequência do genótipo D do que os genótipos A, C e F2, isto por que, o 
genótipo A e F2, mais prevalentes no Brasil, possuem preferencialmente o 
nucleotídeo C1858, impedindo a mutação G1896A. Contudo, esta mutação também 
esteve presente em duas sequências de genótipo A1 e F2, o que é incomum, porém 
já relatada, inclusive no Brasil. Na análise do nucleotídeo 1858 destas duas 
amostras, foi verificada a presença de T1858, o que não impediria que ocorresse a 
mutação G1896A  (DE CASTRO et al., 2001;  REZENDE et al., 2005;  SCHAEFER, 
2005). 
Nossos dados corroboram com os encontrados em outros estudos, onde as 
principais mutações no BCP e precore são mais comum em pacientes com status 
HBeAg negativo e menos comum em pacientes HBeAg positivos. Nossa análise, 
demonstrou que todas as sequências de genótipos D possuíam a mutação G1896A 
(CHONG-JIN et al., 1999;  FAROOQUI et al., 2011;  LIU, C. J. et al., 2006). 
As principais mutações no gene C são capazes de diminuir a expressão do 
HBeAg, contudo, já foram encontradas em pacientes HBeAg positivos. Tal fato pode 
estar relacionado a populações virais não majoritárias, que podem produzir o 
HBeAg. Para elucidar tal suposição, seria necessária uma análise mais detalhada 
utilizando a metodologia de sequenciamento de nova geração, pois estas são 
capazes de detectar populações virais menores que 1% (CHONG-JIN et al., 1999;  
FAROOQUI et al., 2011;  LIU, C. J. et al., 2006). 
Apesar do discreto número de amostras analisadas, pacientes com a dupla 
mutação do promotor do core possuíam um discreto aumento no nível de ALT, AST 
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e carga viral em relação aos pacientes com a mutação do promotor do core ou 
ambas as mutações. Curiosamente, os pacientes que possuíam sequências de vírus 
com tais mutações, apesar da ausência de dados como idade no momento da 
infecção e histologia hepática, obtiveram uma média de idade baixa para o 
desenvolvimento de variantes com estas mutações em relação a media de idade 
descrita na literatura. Isto pode ter ocorrido por causa da soroconversão para anti-
HBe ocorre mais cedo nos genótipos A, D e F do que em relação ao genótipo C, 
logo, a emergência de variantes com mutações precore e do promotor do core 
ocorra mais cedo nestes genótipos do que em relação ao genótipo C. 
(CHOTIYAPUTTA; LOK, 2009;  MCMAHON, 2009). 
Recentemente, mutações adicionais na região do promotor do core 
(T1753C/A/G, C1766T e T1768A), precore (G1899A), EnhII (G1613A e C1653T), 
apesar de ainda não estar claro na literatura, estão sendo associadas com a 
severidade da doença e desenvolvimento de HCC. Em nosso estudo foi possível 
encontrar estes padrões, contudo, elas estão associadas às mutações no gene C 
mais importantes descritas na literatura, como a dupla mutação no promotor do core 
(A1762T/G1764A) e na região precore (G1896A), não podendo ser analisadas 
sozinhas (BAI et al., 2011;  CHEN et al., 2008;  GUO, X. et al., 2008;  LIU, S. et al., 
2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
106 
 
19. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
Estudos referentes ao HBV envolvem, em sua maioria, apenas um gene do 
vírus, onde não é suficiente para uma classificação molecular fiel do HBV pelo fato 
de que pontos de recombinação podem não envolver apenas um gene, como no 
caso dos recentes genótipos sugeridos I e J. Estes trabalhos, não levam em 
consideração a possibilidade de recombinação ao associar as diversas variáveis, 
que podem ser esclarecidos na análise do genoma completo do HBV. 
De acordo com os resultados apresentados, os genótipos encontrados foram 
o A, D, F e C. A distribuição dos genótipos neste estudo está de acordo com outros 
estudos e refletem o contexto histórico da imigração dos africanos, europeus e da 
população nativa brasileira da época.  
A presença do genótipo F na cidade de São Paulo pode estar associada a 
migração da população da região Norte e pode ser dado como um epidemiológico 
importante, pois este genótipo pode vir a se expandir em outras localidades. A 
presença do genótipo C esta associada a forte imigração asiática na cidade de São 
Paulo e esteve presente em descendentes de asiáticos em nosso estudo. O 
crescimento da população asiática na cidade de São Paulo pode gerar um aumento 
da frequência do genótipo C na população infectada, o que implicaria em um pior 
prognostico pelo fato deste genótipo causar doença hepática mais severa em 
relação aos outros.  
Embora não tenham sido encontradas mutações de resistência primária aos 
antivirais, ocorreu a presença de mutações compensatórias associadas à resistência 
a Lamivudina, Adeforvir e Entecavir nas sequencias virais das amostras avaliadas, 
porém, grande parte das mutações encontradas não apresentaram ensaios 
fenotípicos na literatura.  
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Apesar do discreto número de amostras analisadas, a ausência de resistência 
transmitida aponta para o sucesso do tratamento antiviral. Contudo, não há muitos 
estudos brasileiros sobre resistência transmitida do HBV, desta forma não podemos 
afirmar que não há necessidade da utilização dos testes de resistência genotípica.  
Apesar da falta de dados referentes à vacinação dos pacientes, as principais 
mutações relacionadas ao escape vacinal não foram encontradas, porém outras 
mutações relacionadas escape vacinal, à alteração da antigenicidade e que estão 
associadas à caracterização dos genótipos estiveram presente, podendo interferir no 
que se diz respeito ao escape imunológico e diminuição da detecção em testes 
sorológicos.  
Mutações relacionadas à severidade da doença hepática foram encontradas 
em grande escala neste estudo, inclusive as mais descritas na literatura como a 
dupla mutação do promotor do core (A1762T/G1764A) e na região precore 
(G1896A), além de recentes mutações adicionais, presentes em sua maioria no 
genótipo D e deleções na região Pré-S. A presença destas variantes é considerada 
como agravante da doença hepática, pois são descritas em pacientes com cirrose e 
HCC.  
As mutações A1762T/G1764A e G1896A foram encontradas em pacientes 
HBeAg positivos, um evento menos comum, porém já descrito na literatura. 
Deleções na região Pré-S1, principalmente no códon de iniciação para a tradução 
protéica, que acarretaria em uma não produção da proteína Pré-S1, essencial para a 
infectividade, foram demonstradas neste estudo. É possível que populações não 
majoritárias produzam estas proteínas virais, contudo, uma análise mais detalhada a 
respeito das populações minoritárias com as novas tecnologias de sequenciamento 
de nova geração seria necessária. 
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ANEXO 2 
 
Sequências de Referência utilizadas para Análise filogenética: 
 
X75665, AB205125, AY179735, AY090458, X69798, AY311370, AB241109, 
AB048704, AB241111, AY090455, X75656, AB117758, AF223965, AY090454, 
AB073830, AF121251, D00331, X97850, M54923, AB219429, AB073856, 
AY090460, AB033554, AY902770, AB090268, AB091256, AB048703, AB056514, 
AF160501, AB486012, AB111946, AB112472, AB205123, AY233277, JN792902, 
AM180623, AB194951, AB231908, AB048705, AB104711, X72702, AB205127, 
D23684, Y07587, X51970, AB056513, AF223963, AB048701, AB368296, 
AF241409, AB049609, AB033559, DQ315780, DQ315779, AY033072, AY090457, 
AF090842, X02763, AF090841, AB073835, AB010290, AB100695, D50521, 
X75657, X85254, X75664, M32138, HQ622095. 
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